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Les eucaryotes se divisent selon une série d’étapes régulées finement appelée le cycle 
cellulaire. Ce cycle cellulaire permet la réplication exacte du génome et sa distribution entre 
deux cellules filles identiques. Le cycle cellulaire est contrôlé par de nombreux mécanismes qui 
garantissent l’intégrité du génome. La mitose est la période du cycle cellulaire pendant laquelle 
le contenu en ADN des cellules est réparti entre les deux cellules filles. Le bon déroulement de la 
mitose chez les eucaryotes supérieurs est soumis à un point de contrôle dit point de contrôle du 
fuseau mitotique. L’activité du point de contrôle permet de retarder l’anaphase jusqu'à ce que 
toutes les conditions requises pour la ségrégation des chromosomes soient présentes. Malgré 
cela, les cellules peuvent présenter des anomalies de la ségrégation des chromosomes et 
devenir aneuploïdes. Ceci est fréquemment le cas dans les cellules cancereuses. 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence l’éxistence d’une réponse cellulaire 
survenant dans la phase G1 qui suit une mitose anormale. Nous avons étudié des cellules 
primaires de mammifères traitées avec de faibles concentrations d’inhibiteurs des microtubules, 
la vinblastine et le nocodazole. Les cellules ainsi traitées présentent des défauts de ségrégation 
pendant la mitose et deviennent aneuploïdes. Les cellules résultant de ces mitoses anormales 
s’arrêtent dans la phase G1 qui suit la division et deviennent sénescentes. Nous avons trouvé 
que les cellules de mammifères transformées par l’antigène grand T de SV40 n’observent pas 
d’arrêt après une mitose anormale. 
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Eukaryotic cells reproduce following a highly regulated sequence of events called the cell 
cycle. The cell cycle allows an accurate duplication of the genome and its subsequent separation 
into two identical daughter cells. All along this process, numerous checkpoint mechanisms 
operate to maintain the genome’s integrity. Mitosis is the phase of the cell cycle where the DNA 
is segregated and splitted into two daughter cells. The spindle assembly checkpoint ensures the 
fidelity of chromosome segregation. The spindle assembly checkpoint delays the 
metaphase/anaphase transition until all the conditions for proper chromosomes segregation are 
set. Despite this control mecanism, cells can missegregate their chromosome and become 
aneuploid. This is particulary frequent in cancer cells. 
In this study, we found that normal cells that undergo abnormal mitosis with 
chromosome missegregation display a specific post-mitotic arrest and become senescent. When 
primary mammalians cells were treated with low doses of microtubule poisons, the mitotic 
spindle was partially disrupted and the rate of chromosome missalignement increased. The cells 
treated with low concentrations of drugs became aneuploid and arrested in G1 after the 
abnormal mitosis. The arrest was followed by senescence. We found that cells transformed with 






Key words : cell cycle, mitosis, nocodazole, vinblastin, checkpoint, pRb, p53, aneuploidy, mitotic 

























   
Table des matières 
 
1 PREAMBULE .......................................................................................................................... 3 
2 INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE ....................................................................................... 5 
2.1 LE CYTOSQUELETTE ....................................................................................................................... 5 
2.1.1 Introduction ......................................................................................................................... 5 
2.1.2 Le cytosquelette d’Actine ..................................................................................................... 6 
2.1.2.1 Rôles ............................................................................................................................. 6 
2.1.2.2 Structure ....................................................................................................................... 6 
2.1.2.3 Dynamique d’assemblage/désasemblage et régulation .............................................. 7 
2.1.2.4 Cas particulier de l’anneau contractile ........................................................................ 8 
2.1.3 Les microtubules ................................................................................................................ 11 
2.1.3.1 Rôles ........................................................................................................................... 11 
2.1.3.2 Structure ..................................................................................................................... 12 
2.1.3.3 Dynamique d’assemblage .......................................................................................... 13 
2.1.3.4 Cas particulier du fuseau mitotique ........................................................................... 15 
2.1.3.4.1 Mise en place du fuseau ......................................................................................... 17 
2.1.3.4.2 Régulation via les protéines non motrices ............................................................. 18 
2.1.3.4.3 Régulation via des protéines motrices ................................................................... 19 
2.1.4 Le centrosome .................................................................................................................... 24 
2.1.4.1 Rôle ............................................................................................................................. 24 
2.1.4.2 Structure ..................................................................................................................... 25 
2.1.4.3 Le cycle de duplication du centrosome ...................................................................... 26 
2.1.4.4 Centrosome et régulation du cycle cellulaire ............................................................ 28 
2.2 VIE ET MORT DES CELLULES SOMATIQUES ......................................................................................... 29 
2.2.1 Introduction ....................................................................................................................... 29 
2.2.2 Le cycle cellulaire ............................................................................................................... 29 
2.2.2.1 Les différentes phases du cycle cellulaire .................................................................. 31 
2.2.2.2 Description de la phase M .......................................................................................... 32 
2.2.2.3 Les intervenants moléculaires de la mitose ............................................................... 34 
2.2.2.3.1 Les complexes régulant la compaction et l’organisation des chromosomes ......... 35 
2.2.2.3.2 Les kinétochores et les protéines du point de contrôle mitotique ........................ 36 
2.2.2.3.3 Les protéines passagères ........................................................................................ 39 
2.2.2.4 La régulation du cycle cellulaire ................................................................................. 42 
2.2.2.4.1 Les complexes Cyclines-CDK ................................................................................... 42 
2.2.2.4.2 Les régulateurs des complexes Cyclines-CDK ......................................................... 44 
2.2.2.5 Cas particulier de la phase G1 .................................................................................... 44 
2.2.2.6 Cas particulier de la mitose ........................................................................................ 48 
2.2.2.6.1 L’entrée en mitose .................................................................................................. 48 
2.2.2.6.2 La sortie de mitose ................................................................................................. 50 
2.2.2.7 Les points de contrôle ................................................................................................ 52 
2.2.2.7.1 La notion de point de contrôle du cycle cellulaire ................................................. 52 
2.2.2.7.2 Le point de contrôle de l’antéphase. ...................................................................... 52 
2.2.2.7.3 Le point de contrôle du fuseau mitotique .............................................................. 52 
2.2.2.7.4 Points de contrôle détéctant l’endommagement de l’ADN ................................... 54 
2.2.3 La mort cellulaire programmée ......................................................................................... 56 
2.2.4 La senescence .................................................................................................................... 57 
2.3 ANOMALIES CHROMOSOMIQUES ET CANCEROGENESE ........................................................................ 59 
2.3.1 Définitions .......................................................................................................................... 59 
2.3.2 Origine ............................................................................................................................... 60 
2.3.3 Rôle dans la cancerogénèse ............................................................................................... 61 
3 OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE ..................................................................................... 63 
4 RESULTATS ET DISCUSSION I : ROLE D’UNE PROTEINE DU CENTROSOME DANS LES 
EVENEMENTS FINAUX DE LA PHASE M ....................................................................................... 69 
4.1 INTRODUCTION AU SUJET ............................................................................................................. 69 
4.2 ARTICLE .................................................................................................................................... 70 
5 RESULTATS ET DISCUSSION II : ETUDE DES CONSEQUENCES DE LA PERTURBATION DE LA 
MITOSE SUR LA PROLIFERATION CELLULAIRE .............................................................................. 87 
5.1 PRESENTATION DU SUJET .............................................................................................................. 87 
6 RESULTATS .......................................................................................................................... 89 
6.1 VALIDATION DU MODELE .............................................................................................................. 89 
6.1.1 Etude de l’effet de différentes concentrations d’inhibiteurs de la polymérisation des 
microtubules sur le contenu des cellules en ADN. ........................................................................ 90 
6.1.2 En présence de faibles doses d’inhibiteur, les cellules  traversent la mitose de façon 
anormale. ...................................................................................................................................... 93 
6.2 ETUDE DE LA PROLIFERATION DES CELLULES ANEUPLOÏDES ................................................................. 101 
6.3 CARACTERISATION DU PHENOTYPE OBSERVE ................................................................................... 105 
6.3.1 L’arrêt des cellules est dû aux anomalies de la mitose. ................................................... 105 
6.3.2 Le contournement de cet arrêt nécessite l’inhibition de p53 et de pRb .......................... 112 
7 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ........................................................................................ 125 
7.1 CONCLUSION ........................................................................................................................... 125 
7.2 L’IMPORTANCE DES DIFFERENTS STRESS ET POINT DE CONTROLE DANS NOS RESULTATS ............................ 128 
7.3 L’ADAPTATION OU LE « SLIPPAGE » ET LA REPONSE CELLULAIRE. ........................................................ 129 
8 MATERIEL.......................................................................................................................... 133 
8.1 LIGNEES CELLULAIRES UTILISEES ................................................................................................... 133 
8.2 ANTICORPS UTILISES .................................................................................................................. 134 
8.2.1 Anticorps primaires .......................................................................................................... 134 
8.2.2 Anticorps secondaires ...................................................................................................... 135 
8.3 MILIEUX DE CULTURE ET TAMPONS UTILISES ................................................................................... 135 
8.4 INHIBITEURS UTILISES................................................................................................................. 138 
9 METHODES ....................................................................................................................... 141 
9.1 CULTURE CELLULAIRE ................................................................................................................. 141 
9.2 TECHNIQUES DE BIOLOGIE CELLULAIRE .......................................................................................... 141 
9.2.1 Synchronisation des cultures cellulaires .......................................................................... 141 
9.2.1.1 Enrichissement en cellules en phase G0/G1 ............................................................ 141 
9.2.1.1.1 La privation de sérum ........................................................................................... 141 
9.2.1.1.2 L’inhibition de contact .......................................................................................... 142 
9.2.1.2 Enrichissement de cellules en phase G1/S ............................................................... 142 
9.2.1.2.1 L’aphidicoline ........................................................................................................ 142 
9.2.2 Prolifération cellulaire ..................................................................................................... 142 
9.2.2.1 Mesure de la quantité d’ADN des cellules par cytométrie de flux .......................... 142 
9.2.2.2 Mesure de l’incorporation de BrDU par cytométrie de flux ou par microscopie .... 144 
9.2.2.3 Mesure de marqueurs spécifiques à la mitose par cytométrie de flux ................... 144 
9.2.2.3.1 MPM2 ................................................................................................................... 144 
9.2.2.4 Activité de la β-galactosidase à pH=6 ...................................................................... 145 
9.2.3 Techniques de biochimie : analyse des protéines par western blot ................................ 145 
9.2.3.1 Lyse des cellules et extraction des protéines totales .............................................. 145 
9.2.3.2 Préparation des échantillons ................................................................................... 146 
9.2.3.3 Electrophorèse en gel de polyacrylamide en condition dénaturante ..................... 146 
9.2.3.4 Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose ................................................... 147 
9.2.3.5 Immunodétection des protéines .............................................................................. 147 
9.2.4 Techniques de microscopie .............................................................................................. 148 
9.2.4.1.1 Culture de cellules sur support adapté ................................................................ 148 
9.2.4.1.2 Fixations ................................................................................................................ 148 
9.2.4.1.3 Perméabilisation ................................................................................................... 149 
9.2.4.1.4 Immunodétection des protéines .......................................................................... 149 
9.2.4.1.5 Marquage de l’ADN .............................................................................................. 149 
9.2.4.1.6 Montage  sur lame des lamelles ........................................................................... 150 




Index des schémas 
 
Schéma 1: Assemblage d'un filament d'Actine ...................................................................................... 7 
Schéma 2 : Mise en place de l'anneau d'Acto-Myosine en mitose. .................................................... 10 
Schéma 3 : Initiation et régulation de la contraction de l'anneau d'Acto-Myosine ............................ 11 
Schéma 4 : Polymérisation des microtubules. ..................................................................................... 13 
Schéma 5 : Structure du fuseau mitotique. ......................................................................................... 17 
Schéma 6 : Mise en place du fuseau mitotique. .................................................................................. 18 
Schéma 7 : Modèle simplifié de l'organisation du fuseau par les moteurs moléculaires. .................. 22 
Schéma 8 : Différents types d'attachement des microtubules aux kinétochores. .............................. 24 
Schéma 9 : Structure du centrosome .................................................................................................. 26 
Schéma 10 : Cycle de duplication du centrosome. .............................................................................. 27 
Schéma 11 : représentation des phases du cycle cellulaire. ............................................................... 30 
Schéma 12 : Description de la phase M. .............................................................................................. 34 
Schéma 13 : Structure du kinétochore. ............................................................................................... 39 
Schéma 14 : Localisation des protéines passagères au cours de la phase M. ..................................... 41 
Schéma 15 : principaux complexes Cycline-Cdk impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. ..... 43 
Schéma 16 : Régulation de la transition G1/S. .................................................................................... 48 
Schéma 17 : Régulation de la sortie de mitose par l'APC/C ................................................................ 51 
 
 
Index des tableaux 
 
Tableau 1 : Principales protéines intervenant dans l'organisation et la régulation des filaments 
d'Actine. ................................................................................................................................................. 8 
Tableau 2 : Protéines intervenant dans la régulation de la dynamique des microtubules. ................ 15 
Tableau 3 : Principales Cdk impliquées dans le cycle cellulaire et leurs Cyclines associées. .............. 43 
  
Index des figures 
 
Figure 1 : Le nocodazole modifie la répartition de l’ADN dans les REF52 ........................................... 91 
Figure 2 : La vinblastine et le taxol modifient la répartition de l’ADN dans les REF52 ....................... 93 
Figure 3 : Déroulement d'une mitose normale. .................................................................................. 94 
Figure 4 : Le nocodazole entraine différents types de défauts en mitose. ......................................... 95 
Figure 5 : la vinblastine entraine différents types de défauts en mitose. ........................................... 96 
Figure 6 : Les cellules traversent la mitose avec des anomalies. ........................................................ 97 
Figure 7 : Dans les cellules REF52, Bub1 se localise correctement. .................................................... 98 
Figure 8 : La sortie de mitose est retardée en présence d'inhibiteur. ................................................ 99 
Figure 9 : Evaluation de la proportion de cellules aneuploïdes dans la population.......................... 100 
Figure 10 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes restent arrêtées en phase G1. .............. 102 
Figure 11 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes ne prolifèrent pas. ................................ 104 
Figure 12 : L'arrêt des cellules en G1 intervient après la mitose anormale. ..................................... 107 
Figure 13 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes surexpriment p21Cip1 et p53. .............. 108 
Figure 14 : Les cellules IMR90 aneuploïdes et tétraploïdes deviennent sénescentes. ..................... 110 
Figure 15 : Les cellules REF52 n'ont pas de dommages à l'ADN. ....................................................... 111 
Figure 16 : p38MAPK est activée dans les extraits de cellules aneuploïdes et tétraploïdes............. 113 
Figure 17 : p38MAPK est activée en sortie de mitose anormale. ..................................................... 114 
Figure 18 : L'inhibition de p38MAPK est insuffisante pour contourner l'arrêt en G1. ...................... 116 
Figure 19 : Les cellules REF52-p53DD aneuploïdes restent arrêtées en phase G1 tandis que les 
REF52-p53DD tétraploïdes progressent en phase S. ......................................................................... 117 
Figure 20 : L'antigène grand T de SV40 permet de contourner l'arrêt des cellules aneuploïdes. .... 119 
Figure 21 : Les cellules REF52 aneuploïdes surexpriment p21Cip1 et p27Kip1. ............................... 120 





Actine-f Actine filamentaire 
Actine-g Actine globulaire 
ADN Acide desoxyribonicléique 
ADP/ATP Adénosine di- ou tri- phosphate 
APC/C Complexe promoteur de l’anaphase 
BrdU Bromodéoxyuridine triphosphate 
BSA Albumine sérique bovine 
Cy3 Cyanine 3 
DCB Dihydrocytochalasine B 
DMEM Milieur de Eagle modifié par Dulbecco 
DMSO Diméthylsulfoxyde 
DTT Dithitréitol 
EDTA Acide éthylène diamine tétraacétique 
EGTA Acide ethylène glycol-bis(β-aminoethylether)N,N,N’,N’-tétraacétique 
FITC Isothiocyanate de fluorescéine 
GPD/GTP Guanosine di- ou tri-phosphate 
GTPase GTP hydrolase 
HRP Péroxydase de raifort 
HEPES Acide N-2-hydroethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonique 
kDa Kilo Dalton 
MAP Protéine associée aux microtubules 
MTOC Centre organisateurdes microtubules 
PBS Phosphate Buffer Saline 
PCM Matériel péricentriolaire 
PI Iodure de propidium 
pRb Protéine du rétinoblastome 
qsp Quantité suffisante pour 
REF Fibroblastes embryonnaires de rat 
SDS Dodecylsulfate de sodium 
SV40 Virius Simien 40 
TAG Cellules REF52 transformées par l’antigène T de SV40 
TEMED N,N,N’,N4 tétraméthylène diamine 






















La théorie cellulaire, selon laquelle tous les êtres vivants sont constitués de cellules, des 
compartiments microscopiques délimités par une membrane, date des années 1830. Cette 
révolution a conduit à de nombreuses découvertes et notamment celle de la division cellulaire, 
le mode de prolifération des eucaryotes supérieurs. La théorie cellulaire a aussi permis 
d’envisager les pathologies humaines comme étant la cause de disfonctionnements cellulaires, 
voire moléculaires. 
A la fin du XIXième siècle, Théodore Boveri avait prédit d’après ses seules observations de 
cellules en division, que les anomalies de la mitose pouvaient conduire à l’instabilité 
chromosomique et au cancer.  Il avait émis l’hypothèse que le centrosome est responsable de la 
ségrégation des chromosomes et qu’un nombre anormal de centrosomes entraîne l’aneuploïdie 
et l’instabilité chromosomique. Cette hypothèse est toujours d’actualité. L’interêt des 
chercheurs, à la fois pour le centrosome et pour les mécanismes qui conduisent à l’aneuploïdie 
et l’instabilité chromosomique, est d’autant plus grand que l’association entre les anomalies de 
la division cellulaire et le cancer est désormais un fait établi. Si les efforts de la recherche ont 
permis de répondre à un grand nombre de questions, le rôle exact du centrosome en mitose et 
le rôle de l’aneuploïdie dans le processsus de cancérogénèse restent mal définis. 
L’étude du déroulement et de la régulation du cycle cellulaire est non seulement 
passionante et fascinante, mais elle est aussi à l’origine de nouvelles thérapeutiques. Ce sont les 
connaissances en biologie cellulaire et moléculaire acquises qui nourrissent aujourd’hui le 
développement par de grands groupes pharmaceutiques de nouveaux inhibiteurs déstinés à 







2 Introduction bibliographique 
 
Dans cette introduction bibliographique, je présente dans une première partie le 
cytosquelette et son rôle dans la division cellulaire. Dans une seconde partie, j’aborde la 
régulation de la prolifération cellulaire, avec une introduction au cycle cellulaire ainsi qu’aux 
mécanismes de l’apoptose et de la sénescence. Enfin, je me suis attachée à présenter l’état des 
connaissances sur l’aneuploïdie et l’instabilité chromosomique. 
 




Dans les cellules eucaryotes, le cytosquelette est composé de trois familles de filaments, 
chaque type de filament est construit à partir de protéines différentes (Alberts 2002). Les 
protéines qui constituent les filaments sont parmi les plus abondantes dans les cellules 
eucaryotes. On décrit les filaments d’Actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Ces 
trois familles de filaments, bien qu’elles interagissent dans certains mécanismes, sont régulées 
différemment et ont des fonctions complémentaires. Elles partagent la propriété d’être des 
polymères dont l’assemblage et le désassemblage se produisent très rapidement, et la 
dynamique très importante de ces structures ainsi que leur capacité de se réorganiser 
constamment est nécessaire à leurs fonctions. 
Je décris brièvement dans ce chapitre le fonctionnement du cytosquelette d’Actine relatif 
à la division cellulaire, puis, de façon plus approfondie, le fonctionnement et la régulation du 









Le cytosquelette d’Actine intervient dans l’interaction entre la cellule et son 
environnement en régulant la forme de la cellule,  son adhérence à la matrice extracellulaire et 
les phénomènes de migration (Vicente-Manzanares, Webb et al. 2005). L’Actine est un des 
composants majeurs des myofibrilles qui constituent les fibres musculaires et permet en 
s’organisant avec des molécules de Myosine II de former des fibres capables de se contracter, et 
donc de modifier la forme et la taille des cellules (Bagshaw 2000). Les filaments d’Actine jouent 
aussi un rôle dans le métabolisme cellulaire, notamment dans le transport actif de vésicules qui 
est nécessaire aux mécanismes de sécrétion, d’endocytose et dans la synthèse de lipides 
(Lanzetti 2007). Enfin, les filaments d’Actine jouent un rôle déterminant dans la dernière phase 
de la division cellulaire, la cytokinèse, en formant un anneau contractile responsable de la 




Les microfilaments d’Actine, ou Actine-f pour Actine-fibrillaire, sont formés à partir d’une 
seule molécule, l’Actine-g ou Actine globulaire, c'est-à-dire l’Actine sous sa forme monomérique. 
L’Actine-g est une protéine de 43 kDa dont il existe plusieurs isoformes. On dénombre 6 
isoformes de l’Actine-g chez les mammifères qui sont codés par des gènes différents, régulés de 
façon tissu-spécifique (Vandekerckhove and Weber 1978). Les molécules d’Actine-g sont 
couplées à une molécule d’ATP qui est hydrolysée en ADP lors du processus de polymérisation. 
La polymérisation des microfilaments d’Actine s’effectue à partir de sous-unités formées de 
trimères d’Actine-g qui permettent d’amorcer la formation d’un noyau (Alberts 2002). Du fait 
même de la présence de la molécule d’ATP, les microfilaments d’Actine formés sont dit polaires, 
avec deux extrémités structuralement différentes. On distingue l’extrémité (+) ou « barbue » et 
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l’extrémité (-) ou « pointue ». Ces deux extrémités présentent des cinétiques d’assemblage et de 
désassemblage des monomères d’Actine différentes, l’extrémité (+) incorporant plus rapidement 
des sous-unités d’Actine que l’extrémité (-) (cf. schéma 1). La différence de vitesse d’assemblage 
et de désassemblage des sous-unités aux deux extrémités induit une polymérisation 
globalement « en tapis roulant » (« traidmilling »), avec un flux unidirectionnel des nouvelles 












2.1.2.3 Dynamique d’assemblage/désasemblage et régulation 
 
In vitro, la polymérisation des filaments d’Actine se produit lorsque l’Actine-g atteint une 
certaine concentration, et la vitesse de polymérisation dépend aussi de la concentration 
d’Actine-g. In vivo, la nucléation et la dynamique d’élongation des filaments sont régulées par 
des protéines interagissant soit avec les monomères d’actine soit avec les filaments d’actine 
(Welch, Mallavarapu et al. 1997; dos Remedios, Chhabra et al. 2003). Une liste non exhaustive 
de ces protéines régulatrices et de leur mode d’action est présentée dans le tableau 1. 
La régulation de la contraction des myofibrilles dans les fibres musculaires dépend 
essentiellement de la régulation de la Myosine II. La Myosine II est une protéine motrice 
Les monomères d’Actine se combinent pour former un trimère. Le filament d’Actine s’allonge par addition 
d’Actine-g aux deux extrémités qui ont des cinétiques de polymérisation différentes. Globalement, 
l’élongation du filament d’actine s’opère par treadmilling, avec une extrémité (+) dite barbue plus rapide et 
l’extrémité (-) dite pointue moins rapide. D’après (Amann and Pollard 2000). 
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interagissant avec les filaments d’Actine et capable de transformer l’énergie issue de l’hydrolyse 
de l’ATP en énergie mécanique.  
 
 
Famille et protéines Rôles et principales caractéristiques Référence 
Profiline Se fixe à l’Actine-g, favorise l’échange ADP-ATP sur l’Actine-g, régulée par les 
phorphoinositides 
a, b, c 
β4-Thymosine Se fixe à l’Actine-g et empêche la polymérisation spontanée d’Actine-f a, c 
Complexe Arp2/3 Se fixe latéralement sur l’Actine-f et stimule la nucléation d’Actine-f, régulé par 
les GTPases Rac et Cdc42 
b, d 
Protéines de coiffe de 
l’Actine-f 
Se fixent sur les extrémités barbues de l’Actine-f, bloquant la polymérisation, 
régulées par les phorphoinositides 
a, b 
Gelsoline, Villine Coupent les filaments d’Actine et se fixent ensuite sur les extrémités barbues, 




ADF/Cofiline Fixe l’Actine-g/ADP et l’Actine-f/ADP, accélère le treadmilling en favorisant la 
dépolymérisation des sous-unités d’Actine de l’extrémité pointue, régulées par 
les phorphoinositides et par phosphorylation 
a, b, e 
Filamine, Fimbrine,          
α-Actinine, Fascine 
Se fixent latéralement aux filaments d’Actine et les relient entre eux pour les 
assembler en paquet, régulées par les phorphoinositides 
a, b 
ERM (Ezrine, Radixine, 
Moésine) 
Fixent les extrémités barbues et interagissent avec des protéines membranaires, 
permettent l’ancrage des filaments d’Actine à la membrane plasmique, régulées 
par les phorphoinositides et par phosphorylation 
F 
 




2.1.2.4 Cas particulier de l’anneau contractile 
 
En cytokinèse, l’Actine forme avec la Myosine II un anneau contractile juste sous la 
membrane cellulaire, à mi-distance entre les deux centrosomes (Burgess 2005). A la fin de la 
Références : a :(Stossel, Chaponnier et al. 1985), b :(Schmidt and Hall 1998), c :(Sun, Kwiatkowska et al. 1995), 
d :(Welch 1999), e :(Carlier 1998), f :(Louvet-Vallee 2000). 
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division cellulaire cet anneau se contracte tel un sphincter et départage les deux cellules filles 
tout en délimitant le site du clivage qui aura lieu en toute fin de cytokinèse. Les protéines 
Formine et Profiline participent à la polymérisation des fibres d’Acto-Myosine (Basu and Chang 
2007). 
La mise en place de cet anneau contractile est guidée par la protéine Anilline, qui se lie 
d’une part à la membrane et d’autre part aux filaments d’Actine (Piekny and Glotzer 2008) (voir 
schéma 2). La contraction de l’anneau contractile est principalement contrôlée par la protéine 
RhoA, une protéine GTPase qui est l’isotype principal des protéines Rho chez les mammifères 
(Hickson and O'Farrell 2008). Parmi les inducteurs de l’activation de RhoA lors de la cytokinèse 
seraient les microtubules astraux (D'Avino, Savoian et al. 2005). L’extrémité (+) des microtubules 
astraux qui est dirigée vers la membrane (le cortex) serait à l’origine de signaux qui inhiberaient 
la contraction et limiteraient ainsi l’ingression de la membrane à la zone située autour de 
l’anneau contractile, non régulée par les microtubules astraux (cf. schéma 2) (Basu and Chang 
2007). 
Par ailleurss, l’accumulation, au niveau du fuseau central (central spindle), de protéines 
nécessaires à l’accumulation et l’activation locale de RhoA limiterait aussi la localisation de 
l’anneau contractile. Parmi les protéines régulatrices de RhoA au fuseau central se trouve 
Ect2/Pebble (une GEF : GTP-GDP Echange Factor) et MgcRacGAP (une GAP : GTPase Activating 
Protein), dont la localisation est restreinte au fuseau central par liaison à la protéine motrice de 
type kinésine MKPL1 (Kurasawa, Earnshaw et al. 2004; McCollum 2004; Zhu, Bossy-Wetzel et al. 
2005). Ect2/Pebble est aussi phosphorylée en métaphase et cette phosphorylation inhibe sa 
liaison à MKLP1 (Piekny, Werner et al. 2005). Les protéines kinases Aurora B et Plk1 jouent aussi 
un rôle dans la régulation de la cytokinèse. La protéine kinase Aurora B phorphoryle MgcRacGAP 
et cette phosphorylation modifie l’activité RacGAP en activité RhoGAP, qui permet l’activation 
de RhoA et la contraction de l’anneau (Minoshima, Kawashima et al. 2003). La protéine kinase 
Plk1 régule quant à elle la localisation sur le fuseau central d’Ect2/Pebble (Petronczki, Glotzer et 
al. 2007). En l’absence d’activité Plk1 spécifiquement en cytokinèse, l’ingression de la membrane 
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La Myosine II est responsable de la contraction de l’anneau d’Acto-Myosine en télophase 
et en cytokinèse. Elle est régulée par phosphorylation sur les résidus Ser19/Thr18 de sa chaine 
légère. En fin de phase G2, la chaine légère de la Myosine II est phosphorylée et la Myosine II est 
active, jouant un rôle au niveau des adhésions focales et des fibres de stress. En début de 
prophase, la phosphatase spécifique de la Myosine est activée, elle déphosphoryle la Myosine II, 
ce qui permet la réorganisation du réseau de microfilaments d’Actine (Matsumura, Totsukawa et 
al. 2001). En fin de mitose, lors de la cytokinèse, la Myosine II est phosphorylée et activée par 
des kinases dépendantes de Rho (Matsumura, Totsukawa et al. 2001). Les kinases Citron et 
ROCK sont des effecteurs de Rho et sont capables de phosphoryler la chaine légère de la 
Myosine II in vitro (Piekny, Werner et al. 2005). Citron et ROCK ont été impliquées dans la 
régulation de la contraction de l’anneau d’Acto-Myosine (Madaule, Eda et al. 1998; Matsumura, 
Totsukawa et al. 2001; Yamashiro, Totsukawa et al. 2003). Une description de ce mécanisme est 
présentée dans le schéma 3. 
 
A partir de l’anaphase, la cellule met en place l’anneau d’Acto-Myosine. L’Anilline forme un double anneau lié 
à la membrane. Les filaments d’Acto-Myosine se polymérisent dans l’espace déterminé par l’Anilline. Les 
extrémités (+) des microtubules ont un effet inhibiteur sur la polymérisation et la contraction de l’anneau 

























Les microtubules interviennent dans l’organisation du cytoplasme, ils sont responsables 
de la place centrale du noyau cellulaire et régulent la répartition et localisation de l’appareil de 
Golgi et du réticulum endoplasmique. Les microtubules jouent un rôle très important dans la 
structure des axones neuronaux. Le cytosquelette microtubulaire est particulièrement impliqué 
dans le transport de molécules spécifiques via des moteurs moléculaires qui se déplacent sur les 
microtubules. Ce transport est particulièrement important dans le fonctionnement des neurones 
La polymérisation de l’Actine au niveau de l’anneau d’Acto-Myosine est régulée par la Formine et la 
Profiline. L’activation de RhoA nécessite à la fois MKLP1 et Ect2 et MgcRacGAP phosphorylé par Aurora B. 
La déphosphorylation d’Ect2est nécessaire à sa liaison à MKLP1. L’activation de RhoA entraine l’activation 
de plusieurs effecteurs. ROCK phosphoryle la chaine légère de la Myosine et permet a contraction, Citron 
est importante dans les évènements plus tardifs de la télophase. D’après (Taylor and McKeon 1997; 
Piekny, Werner et al. 2005) 
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mais aussi pour les échanges entre le noyau et le cytoplasme. Les microtubules forment aussi la 
structure des cils que l’on peut observer dans certaines cellules somatiques et qui constituent le 
flagelle du spermatozoïde. 
Les microtubules opèrent un complet réarrangement de leur organisation pour former le 
fuseau mitotique en début de mitose puis le fuseau central en télophase. La dynamique des 
microtubules est déterminante pour le bon déroulement de la mitose et la ségrégation correcte 
des chromosomes. Le point de contrôle mitotique permet de contrôler la dynamique des 
microtubules grâce à des mécanismes que je décris plus loin. Récemment, il a été montré que la 
phase G2 serait aussi le lieu d’un contrôle de la dynamique des microtubules via la protéine Chfr, 





Les microtubules sont des polymères composés de proto-filaments de Tubuline, un 
dimère comprenant une sous-unité de Tubuline-α et une de Tubuline-β (Alberts 2002). Chacune 
des sous-unités du dimère est associée à une molécule de GTP. Au cours de la polymérisation 
des microtubules la molécule de GTP associée à la sous-unité β est hydrolisée en GDP, tandis que 
la molécule de GTP associée à la sous-unité α est non hydrolysable (David-Pfeuty, Erickson et al. 
1977; Spiegelman, Penningroth et al. 1977). Les microtubules sont des tubes creux de 24 nm de 
diamètre formés de 13 proto-filaments de Tubuline associés latéralement et orientés dans la 
même direction (cf. schéma 4). La structure résultante est polarisée, avec une extrémité 
présentant des sous-unités α et une extrémité présentant des sous-unités β (Alberts 2002). Ces 
deux extrémités ont des dynamiques d’assemblage et de désassemblage différentes. On décrit 
les extrémités des microtubules selon leur dynamique, ainsi l’extrémité qui 
polymérise/dépolymérise le plus rapidement est l’extrémité (+), l’autre est l’extrémité (-). Des 
études  de biologie structurale ont permis de déterminer que l’extrémité (+) est en fait celle 
présentant les sous-unités β (Downing and Nogales 1999). 
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In vivo, l’élongation des microtubules se fait à partir de « noyaux », les γ-TuRC (pour γ-
Tubulin Ring Complexes) situés au niveau des MTOC (pour Microtubules Organising Center) 
(Raynaud-Messina and Merdes 2007). Ces noyaux, visibles en microscopie électronique, sont des 
structures en forme d’anneau dont le diamètre est similaire à celui des microtubules. Ces noyaux 
contiennent une Tubuline particulière, la Tubuline-γ, dont dépend la nucléation des 
microtubules. Chez les mammifères supérieurs les MTOC correspondent aux centrosomes. 
 















2.1.3.3 Dynamique d’assemblage 
 
Les microtubules s’assemblent et se désassemblent selon une combinaison de deux 
phénomènes : le treadmilling ou tapis roulant, et l’instabilité dynamique (Margolis and Wilson 
1978; Mitchison and Kirschner 1984).  
Le modèle du treadmilling postule que la différence de dynamique d’assemblage et de 
désassemblage aux deux extrémités apparaît comme un flux directionnel de Tubuline à travers le 
Les dimères de Tubulines s’arrangent de façon à former un polymère qui servira de noyau nécessaire à 
l’élongation des microtubules. Les dimères de 8 nm de longueur s’assemblent de façon polarisée et forment 
des microtubules présentant deux extrémités différentes, une extrémité (+) et une extrémité (-). La structure 




polymère, de l’extrémité (+) vers l’extrémité (-). Globalement la perte de sous unités de 
l’extrémité (-) est compensée par le gain de sous-unités à l’extrémité (+), selon un état 
stationnaire. 
Le modèle de l’instabilité dynamique permet d’expliquer les variations très rapides de la 
taille des microtubules. Ce modèle implique l’alternance de phases de polymérisations rapides 
(sauvetage) et de dépolymérisations rapides (catastophes) à chaque extrémité qui se traduisent 
globalement par la croissance ou bien la décroissance des microtubules. 
Les deux modèles ont été validés à la fois in vivo et in vitro et semblent être 
complémentaires, bien que le modèle de l’instabilité dynamique soit prédominant. La 
dynamique de polymérisation des microtubules in vivo implique des vitesses de polymérisation 
supérieures à celles observées in vitro et des alternances entre croissance et décroissance aux 
extrémités plus fréquentes (Desai and Mitchison 1997). Ces différences sont dues à la présence 
dans la cellule de protéines régulant la nucléation et la dynamique des microtubules ainsi que de 
signaux internes et externes modifiants à la fois la dynamique et l’organisation du cytosquelette 
de microtubules. Les protéines qui agissent sur la dynamique des microtubules sont régulées via 
leur disponibilité au cours du cycle, leur localisation, et pour certaines, leur état de 
phosphorylation (Cassimeris 1999). Une liste non exhaustive de ces protéines et de leur mode 











Famille et protéines Rôle, principales caractéristiques Référence 
MAP1, MAP2, MAP3 Protéines neuronales, se lient latéralement aux microtubules et les stabilisent a, b 
Tau Protéine neuronale, stabilise les microtubules dans les axones a, b 
STOP (Stable Tubule 
Only Polyeptide) 
Effecteur de la stabilité des microtubules neuronaux c 
MAP4 Protéine ubiquitaire, se lie latéralement aux microtubules et les stabilise, son 
affinité pour les microtubules est réduite par phosphorylation 
a, b 
   
OP18/Stathmine Protéine ubiquitaire, se lie aux dimères de Tubuline, déstabilise les 
microtubules en augmentant la fréquence des catastrophes, son activité est 
inhibée par phosphorylation 
d,e 
Katanine Coupe les microtubules, localisation centrosomale f, g 
EB1, EB3 (End Binding) Se lie à l’extrémité (+) des microtubules ainsi qu’aux kinétochores, stabilise les 
microtubules et diminue les catastrophes. 
 h, i 
CLIP115, CLIP170 Se lie à l’extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules et diminue 
les catastrophes. 
h, i 
CLASP1, 2 Se lie à l’extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules à proximité 
de la membrane plasmique, leurs affinités pour les microtubules sont 
diminuées par phosphorylation. 
h, i 
APC Se lie à l’extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules à proximité 
de la membrane plasmique, son affinité pour les microtubules est diminuée 
par phosphorylation. 
h, i 




2.1.3.4 Cas particulier du fuseau mitotique 
 
Dans les cellules eucaryotes, le réseau de microtubules interphasique, constitué 
majoritairement de microtubules longs et relativement stables, est complètement dépolymérisé 
puis réorganisé lors de la mitose. En prophase, le fuseau mitotique se met en place 
progressivement. Cette structure bipolaire, dont les pôles se forment autour des centrosomes, 
est faite de différents types de microtubules très dynamiques et courts. Le fuseau mitotique 
Références : a :(Olmsted 1986), b :(Mandelkow and Mandelkow 1995), c :(Bosc, Cronk et al. 1996), 
d :(Belmont, Mitchison et al. 1996), e :(Marklund, Larsson et al. 1996), f :(McNally 1996), g :(McNally, Okawa 
et al. 1996), h :(Akhmanova and Steinmetz 2008), i :(Jaworski, Hoogenraad et al. 2008) 
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s’établit entre les centrosomes et les chromosomes et dépend fortement de ces deux éléments. 
Les microtubules du fuseau interagissent avec les bras des chromosomes ainsi qu’avec les 
kinétochores. Les kinétochores sont des structures protéiques qui s’assemblent lors de la mitose 
au niveau des centromères et forment une plateforme sur laquelle les microtubules viennent 
s’attacher. Je les décris plus loin, dans le chapitre consacré à la mitose. 
 On distingue au moins quatre sous-groupes de microtubules différents dans le fuseau 
mitotique. Les microtubules astraux sont courts et irradient à partir du centrosome vers le 
cortex, les extrémités (-) au niveau du centrosome et les extrémités (+) vers le cortex. Ces 
microtubules n’interagissent pas avec les chromosomes mais jouent un rôle dans le 
positionnement du fuseau mitotique et la régulation de l’anneau contractile. Les microtubules 
interpolaires émanent aussi des pôles et sont dirigés vers le centre de la cellule. Ils ont pour 
fonction de stabiliser le fuseau bipolaire. Les fibres kinétochoriennes sont des paquets de 
microtubules émanant des pôles et orientés de façon identique, l’extrémité (+) dirigée vers les 
kinétochores. Ces fibres s’attachent à la partie externe des kinétochores et sont responsables de 
la congression et de la ségrégation des chromosomes. Enfin, des microtubules, émanant des 
pôles et interagissant avec les bras des chromosomes, permettent la stabilité des chromosomes. 
Une représentation simplifiée du fuseau mitotique est présentée dans le schéma 5. 
La mise en place et la régulation du fuseau mitotique fait intervenir un grand nombre de 
protéines modulant la dynamique, la nucléation ou bien l’organisation des microtubules, parmi 
lesquelles on trouve des protéines motrices et des protéines non motrices (Wittmann, Hyman et 
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2.1.3.4.1 Mise en place du fuseau 
 
Le fuseau mitotique s’élabore entre les centrosomes et les chromosomes. Plusieurs 
mécanismes collaborent à sa mise en place (cf. schéma 6) (O'Connell and Khodjakov 2007). Le 
premier mécanisme, explique la mise en place du fuseau selon un modèle dit de « Search and 
Capture » (Kirschner and Mitchison 1986). Selon ce modèle, les microtubules nucléés à partir des 
centrosomes polymérisent d’après le modèle de l’instabilité dynamique, avec une succession de 
catastrophes et de sauvetages. Ces microtubules sont polymérisés dans le cytoplasme de façon 
aléatoire, et se stabilisent au contact des kinétochores, jusqu’à ce que tous les kinétochores 
soient occupés par des microtubules. 
Un autre mécanisme de mise en place du fuseau a été découvert plus tard. Il repose sur 
l’existence d’un gradient qui permet de favoriser la nucléation des microtubules à proximité des 
Le fuseau mitotique contient différentes sous-populations de microtubules. Le centrosome regroupe les 
extrémités (-) des microtubules. Les microtubules stabilisant les chromosomes interragissent avec les 
chromatides. Les fibres kinétochoriennes se lient aux kinétochores, au niveau du centromère. Les microtubules 
interpolaires interagissent entre eux et permettent de stabiliser le fuseau. Les microtubules astraux sont 
relativement courts en métaphase et interagissent avec la membrane plasmique pour positionner le fuseau. 
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chromosomes. Ce gradient diminue au fur et à mesure que l’on s’éloigne de la chromatine. Il est 
constitué de la protéine RanGTP qui a la propriété de nucléer les microtubules et sa mise en 
place dans la cellule nécessite l’activité de la protéine RCC1 (Carazo-Salas, Gruss et al. 2001; 
Gruss, Carazo-Salas et al. 2001). Le gradient agirait de deux façons, d’une part en stimulant 
directement la nucléation des microtubules (Karsenti and Vernos 2001), d’autre part en 
concentrant les facteurs permettant la stabilisation des microtubules issus du centrosome 











2.1.3.4.2 Régulation via les protéines non motrices 
 
La mise en place du fuseau mitotique est le résultat de deux mécanismes. Les centrosomes sont 
responsables de la nucléation et de l’élongation des microtubules (en vert). Le gradient de RanGTP se 
concentre autour des chromosomes. Dans la zone ou RanGTP est majoritaire (en orange), la polymérisation 
est facilitée. Dans la zone ou RanGDP est majoritaire (en jaune), la polymérisation est défavorisée et les 
microtubules sont instables. D’après (Mogilner, Wollman et al. 2006). 
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Plusieurs protéines non motrices influencent la mise en place du fuseau mitotique. 
Certaines de ces protéines agissent dans  la mise en place du fuseau mitotique en permettant la 
stabilisation des microtubules, en modifiant leur organisation ou en permettant leur nucléation. 
La protéine Numa lie les extrémités (-) des microtubules entre elles au niveau du centrosome, ce 
qui permet de regrouper les microtubules autour des pôles (Merdes, Heald et al. 2000). Bien que 
Numa ne soit pas une protéine motrice, sa localisation aux pôles du fuseau est possible grâce à 
sa liaison avec le complexe des protéines motrices Dynéine/Dynactine qui se déplace vers les 
extrémités (-) des microtubules. Il semble que la protéine TPX2 ait les mêmes propriétés et 
permet de focaliser les microtubules, bien que son rôle ne devienne indispensable qu’en 
absence de Numa (Manning and Compton 2007). Les membres de la famille des protéines TACC 
interragissent avec les microtubules au niveau des centrosomes et les stabilisent (Gergely, 
Karlsson et al. 2000; Lee, Gergely et al. 2001; Barros, Kinoshita et al. 2005). La protéine HURP se 
localise au niveau des kinétochores pendant la mitose et semble avoir un rôle dans la 
stabilisation des microtubules à proximité des kinétochores. Cette stabilisation permettrait 
d’augmenter la concentration des microtubules attachés aux kinétochores (Koffa, Casanova et 
al. 2006; Sillje, Nagel et al. 2006). La protéine NuSAP est une RanGTPase localisée sur les 
chromosomes et permet la stabilisation des microtubules associés aux bras des chromosomes. 
En liant les microtubules entre eux et aux chromosomes, NuSAP intervient dans la mise en place 
du faiseau de microtubules et le mouvement des chromosomes (Ribbeck, Groen et al. 2006; 
Ribbeck, Raemaekers et al. 2007). 
 
2.1.3.4.3 Régulation via des protéines motrices 
 
Les protéines motrices, ou moteurs moléculaires, sont des protéines particulières qui ont 
la capacité d’une part de se lier aux polymères du cytosquelette, d’autre part d’hydroliser l’ATP 
et d’utiliser cette énergie de façon motrice en se déplaçant sur ces polymères. Il existe trois 
super-familles de moteurs moléculaires, il s’agit des Myosines, de la famille des Dynéines et de la 
famille des Kinésines. Les Kinésines et la Dynéine en particulier sont indispensables à la mise en 
place du fuseau mitotique. Elles sont responsables de la séparation des centrosomes en début 
de mitose, puis constituent les forces principales qui conduisent à la polarisation du fuseau et 
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qui vont déterminer la distance entre les pôles et les chromosomes. Elles jouent de ce fait un 
rôle dans la congression, c'est-à-dire le mouvement des chromosomes vers la plaque 
métaphasique et leur alignement, puis dans la ségrégation des chromosomes. Un modèle 
résumant l’activité des protéines motrices dans l’organisation du fuseau est présenté dans le 
schéma 7. 
La famille des Kinésines représente un très grand nombre de protéines subdivisées en 14 
super-familles (Lawrence, Dawe et al. 2004). Les Kinésines peuvent se mouvoir soit de 
l’extrémité (+) vers l’extrémité (-) des microtubules, soit dans le sens inverse, selon la famille à 
laquelle elles appartiennent. Ces moteurs moléculaires ont de multiples fonctions dans la cellule, 
notamment de transport, mais aussi d’organisation du cytoplasme.  
La protéine Eg5, de la famille des kinésines-5, est indispensable à la mise en place d’un 
fuseau de microtubules bipolaire et intervient dans la séparation des deux centrosomes en 
début de prophase (Kapoor, Mayer et al. 2000). Eg5 a aussi un rôle dans le maintient de la 
structure antiparallèle du fuseau en liant deux microtubules interpolaires venant des pôles 
opposés (crosslinking) au niveau de leurs extrémités (+). De plus Eg5 se dirige vers les extrémités 
(+), ce qui a pour effet de repousser les pôles du fuseau (Kapitein, Peterman et al. 2005). Ce 
moteur aurait aussi un rôle dans la dynamique des microtubules pendant la métaphase, 
notamment dans le flux vers les pôles (microtubules poleward flux) que l’on observe pendant 
cette phase et dont dépend la ségrégation des chromatides (Miyamoto, Perlman et al. 2004) 
Parmi les protéines motrices de la famille des Kinésines-13, plusieurs jouent un rôle 
pendant la mitose. Les protéines Kif2a et Kif2b jouent un rôle dans l’établissement du fuseau 
mitotique et les cellules déficientes pour Kif2b présentent des fuseaux monopolaires ou 
désorganisés, ainsi que des défauts lors de la cytokinèse (Ganem and Compton 2004; Manning, 
Ganem et al. 2007). La protéine MCAK joue un rôle dans la congression des chromosomes et 
l’attachement des microtubules aux kinétochores (Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004). MCAK 
semble être impliquée dans la correction des erreurs d’attachements, via la dépolymérisation 
des microtubules mal attachés aux kinétochores (Ems-McClung, Hertzer et al. 2007). MCAK est 
localisé au niveau des centromères et des pôles du fuseau pendant la mitose. Une combinaison 
de phosphorylations de MCAK sur différents sites de la protéine permet à la protéine kinase 
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Aurora B de réguler la localisation et l’activité de dépolymérisation de MCAK (Lan, Zhang et al. 
2004; Knowlton, Lan et al. 2006).  
La protéine KIF18A, de la famille des Kinésines-8 a récemment été impliquée dans le 
phénomène de congression des chromosomes, (Mayr, Hummer et al. 2007). Cette Kinésine se 
déplace vers les extrémités (+). Elle interviendrait en dépolymérisant les microtubules à 
l’extrémité (+) à partir d’une certaine concentration critique. L’accumulation de cette protéine 
proportionnellement à la taille du microtubule permettrait ainsi d’éviter que les fibres 
kinétochoriennes ou les microtubules ne deviennent trop longs. 
La protéine CENP-E est une protéine qui s’accumule aux niveaux des kinétochores en 
métaphase (Yen, Li et al. 1992). Il s’agit d’une protéine motrice dirigée vers l’extrémité (+) des 
microtubules et dont l’activité est indispensable à la congression des microtubules en 
métaphase (Wood, Sakowicz et al. 1997). CENP-E permettrait l’attachement des microtubules 
aux kinétochores et en même temps l’inactivation du point de contrôle mitotique (Mao, Desai et 
al. 2005). Sa localisation aux kinétochores dépend de la protéine Aurora B (Ditchfield, Johnson et 
al. 2003). 
Un groupe particulier de kinésines, dites les chromokinésines, comprend des protéines 
motrices dirigées vers les extrémités (+) des microtubules, qui appartiennent toutes aux familles 
des Kinésines-4 et Kinésines-10. On retrouve les moteurs KIF4A et Kid chez l’homme (Mazumdar 
and Misteli 2005). Ces protéines ont la particularité de se lier à l’ADN et d’avoir, en interphase, 
une localisation nucléaire. En mitose, en plus de leur localisation sur le fuseau de microtubule, 
on les retrouve sur les bras des chromosomes. L’utilisation de siRNA contre Kif4A a mis en 
évidence son rôle dans la condensation des chromosomes en début de prophase ainsi que 
l’organisation du fuseau mitotique. Kif4a interagit directement avec les complexes des 
Condesines I et II et pourrait réguler celles-ci (Mazumdar, Sundareshan et al. 2004). Elle joue 
aussi un rôle dans l’organisation du fuseau central de microtubules qui est important pour la 
cytokinèse (Kurasawa, Earnshaw et al. 2004). La protéine Kid jouerait un rôle dans le 
mouvement des bras des chromosomes en mitose, et ce mouvement serait important pour 
l’orientation des chromosomes mais pas pour la congression vers la plaque métaphasique 
(Levesque and Compton 2001). Parallèlement, Kid intervient dans l’organisation du fuseau 
mitotique et l’alignement des chromosomes sur la plaque métaphasique (Levesque, Howard et 
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al. 2003). Récemment, Kid a été impliquée dans la réorganisation de la membrane nucléaire en 















La famille des Dynéines comprend des moteurs moléculaires qui se déplacent le long des 
microtubules vers l’extrémité (-). La Dynéine fonctionne en complexe avec la Dynactine, qui lui 
confère sa spécificité et qui contribue au mouvement le long des microtubules. La Dynéine est 
un complexe composé de deux chaines lourdes sur les quelles on retrouve le domaine moteur, 
et des sous-unités plus petites (chaines légères, chaines intermédiaires, et chaines 
intermédiaires légères) qui seraient responsables de la spécificité de son activité cargo (qui 
permet de transporter d’autres protéines). La Dynactine est un complexe d’au moins 11  
polypeptides différents qui s’assemblent et forment un domaine de liaison au domaine moteur 
Différents moteurs moléculaires régulent l’organisation et la position du fuseau mitotique. Les Kinésines kifa 
et kif2b régulent la dynamique des microtubules aux centrosomes. Le complexe Dynéine/Dynactine/Numa 
assure le regroupement des extrémités (-) autours des pôles. Eg5 se lie aux microtubules interpolaires et 
rallonge le fuseau en glissant entre les microtubules et en repoussant les pôles. CENP-E et KIF18A  régulent 
l’interaction entre les fibres kinétochoriennes et les kinétochores et ont un rôle dans le racourcissement des 
microtubules lors de la congression des chromosomes. La Dynéine cytoplasmique se lie à la membrane et 
stabilise le fuseau mitotique. D’après (Mogilner, Wollman et al. 2006) 
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de la Dynéine, et un domaine de liaison au domaine cargo. Le domaine de liaison au domaine 
moteur comprend p150 glued, qui se lie aussi aux microtubules, et p50-Dynamitine. 
 Parmi les Dynéines, la sous-famille des Dynéines cytoplasmiques joue un rôle important 
dans le transport intracellulaire des vésicules via les microtubules. En interphase, elles 
permettent les déplacements de vésicules qui leur sont associées, vers le centre de la cellule, où 
se trouve le centrosome qui regroupe les extrémités (-) des microtubules (Niclas, Allan et al. 
1996). La Dyneine intervient dans la localisation des organelles, dont l’appareil de Golgi, et 
permet le maintient des extrémités (-) des microtubules autour du centrosome (Corthesy-
Theulaz, Pauloin et al. 1992; Burakov, Kovalenko et al. 2008). 
 La Dyneine est importante pour le déroulement de la mitose et intervient dans de 
multiples mécanismes via différentes sous-unités (Lee, Kaiser et al. 2005). Elle joue un rôle dès le 
début de prophase dans l’établissement du fuseau mitotique, puis dans la régulation de 
l’élongation du fuseau en métaphase via le transport de molécules capables de dépolymériser 
les microtubules (Vaisberg, Koonce et al. 1993; Gaetz and Kapoor 2004). Elle intervient aussi, 
avec la protéine Numa, en regroupant les extrémités (-) des microtubules autour des pôles du 
fuseau mitotique (Merdes, Ramyar et al. 1996; Merdes, Heald et al. 2000; Goshima, Nedelec et 
al. 2005). De plus, la Dyneine transporte vers les pôles du fuseau mitotique où est localisée la 
Cycline B, la protéine Emi1. Emi1 est un inhibiteur de l’APC/C, en localisant cette protéine près 
de la Cycline B, la Dynéine permet la stabilisation de la Cycline B nécessaire à l’élaboration du 
fuseau mitotique (Ban, Torres et al. 2007). La Dynéine cytoplasmique se lie à la membrane 
cytoplasmique d’une part et aux extrémités (+) des microtubules astraux d’autre part. Le 
mouvement vers les pôles va dans ce cas particulier permettre à la fois de positionner les pôles 
et de contrebalancer les forces des autres protéines motrices pour stabiliser le fuseau mitotique 
(Akhmanova and Steinmetz 2008). 
Il existe différents types d’attachement entre les microtubules et les kinétochores selon 
les pôles du fuseau dont sont originaires les microtubules. Ces attachements sont résumés dans 













2.1.4 Le centrosome 
 
2.1.4.1 Rôle  
 
In vivo, les microtubules sont nucléés et organisés à partir du centre organisateur des 
microtubules ou MTOC (pour Microtubule Organising Center) (Murphy and Stearns 1996). Chez 
les mammifères supérieurs le rôle de MTOC est tenu par le centrosome. La nucléation des 
microtubules se produit à partir d’un complexe qui sert de modèle, le γ-TuRC, constitué 
notamment de Tubuline-γ (Raynaud-Messina and Merdes 2007). Le centrosome sert de 
plateforme autour de laquelle sont regroupées les extrémités (-) des microtubules et d’origine à 
partir de laquelle le réseau de microtubules s’organise. Au cours du cycle cellulaire, le 
centrosome se duplique de façon semi-conservative pour aboutir en début de mitose à deux 
centrosomes qui seront distribués dans chacune des cellules filles. En interphase, le centrosome 
Les microtubules peuvent s’attacher aux kinétochores de différentes façons. (a) La plupart du temps, les 
chromosomes sont dit amphitéliques, c'est-à-dire que chacun des kinétochores est attaché à un pôle différent 
du fuseau. Cette configuration est considérée comme normale. (b) Lorsque les deux kinétochores sont attachés 
au même pôle, on parle de chromosome syntélique. (c) Si un seul kinétochore est attaché à des microtubules, 
on parle de chromosome monotélique. (d) Dans le cas ou un des deux kinétochores est attaché aux deux pôles 
du fuseau, on parle de chromosome merotélique. Les attachements (b), (c), et (d) sont considérés anormaux. 
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occupe le centre de la cellule, à proximité du noyau cellulaire. Dans certaines cellules 
différenciées, la composition du centrosome est modifée : le γ-TuRC se répartit entre plusieurs 
sites cytoplasmiques qui vont permettre la nucléation et parallèlement les centrioles deviennent 
l’origine des cils primaires (Raynaud-Messina and Merdes 2007). En mitose, les deux 
centrosomes forment les pôles du fuseau mitotique. Au delà de sa fonction d’organisateur du 
cytosquelette de microtubules, le centrosome est une plateforme sur laquelle un grand nombre 
de protéines se localisent et sont phosphorylées (Doxsey, Zimmerman et al. 2005). D’autre part, 
un rôle potentiel dans les évènements finaux de clivage de la membrane en cytokinèse à été 
décrit dans certaines lignées cellulaires (Piel, Nordberg et al. 2001). Dans ces cellules, le centriole 
père d’une des deux cellules filles se déplace juqu’au site de clivage juste avant que les deux 
cellules filles ne se séparent. Par ailleurss, un nombre grandissant de protéines centrosomales 
semblent impliquées en cytokinèse (Gromley, Jurczyk et al. 2003; Fabbro, Zhou et al. 2005; 
Tsang, Spektor et al. 2006). Il a été proposé que le centrosome, de par sa fonction de 
plateforme, pourrait servir d’origine à la signalisation d’un grand nombre de mécanismes de 
régulations du cycle cellulaire (Doxsey, Zimmerman et al. 2005; Srsen, Gnadt et al. 2006; Srsen 
and Merdes 2006; Mikule, Delaval et al. 2007). Les cellules cancereuses ont souvent un nombre 





En début de phase G1, le centrosome se compose de deux centrioles disposés 
perpendiculairement et liés entre eux au niveau de leur région proximale par une matrice 
composée principalement de protéines surenroulées (coiled-coil proteins) de la famille de la 
Péricentrine (Azimzadeh and Bornens 2007). Chaque centriole est formé de 9 groupes de 3 
microtubules. Les microtubules internes sont complets et les microtubules médians et externes 
sont incomplets. Un système central et des rayons associent les différents groupes de 
microtubules. De plus, les microtubules internes sont reliés aux microtubules externes d'un 
autre groupe. Les deux centrioles sont entourés d’une matrice appelée matériel péricentriolaire, 
qui se forme autour de la matrice de protéines surenroulées. On distingue un centriole fils et un 
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centriole père. Le centriole fils est le centriole qui a été dupliqué le plus récemment, il est le plus 
court et est considéré «immature». Le centriole père est reconnaissable grâce à la présence de 
deux sets de 9 appendices, sur sa partie distale, qui sont le signe de sa maturation (cf. schéma 9), 
















2.1.4.3 Le cycle de duplication du centrosome 
 
Le centrosome se duplique selon plusieurs étapes formant un cycle lié au cycle cellulaire. 
Dans un premier temps, les deux centrioles qui étaient attachés perpendiculairement en mitose 
vont se séparer physiquement. On appelle cette étape le désengagement. Elle se produit en 
début de phase G1 et nécessite l’activité de la Séparase, une enzyme aussi nécessaire à la 
ségrégation des chromosomes en mitose (Azimzadeh and Bornens 2007). Au cours de la phase 
G1, les deux extrémités proximales des centrioles vont se lier de façon lâche via des fibres de 
cohésion (Bahe, Stierhof et al. 2005). A la transition G1/S, sous l’influence du complexe Cycline 
E-Cdk2, la croissance de deux nouveaux centrioles est initiée. Chacun des nouveaux centrioles 
Le centrosome est formé de deux centrioles positionnés perpendiculairement l’un à l’autre et reliés entre 
eux par des fibres de cohésion et une matrice de matériel péri-centriolaire. On distingue le centriole père du 
centriole fils grâce à ses appendices distaux et sub distaux. Le matériel péricentriolaire permet la nucléation 
des microtubules. D’après (Doxsey 2001). 
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croît à partir de l’extrémité proximale d’un ancien centriole, et perpendiculairement à celui-ci 
(Tsou and Stearns 2006). L’élongation des nouveaux centrioles continue jusqu’en fin de phase 
G2. La phase G2 est aussi une phase de maturation pour les deux centrosomes, et cette 
maturation est régulée par les protéines kinases Aurora A et Plk1 (Barr and Gergely 2007). 
Pendant la phase G2, le centriole fils (le plus immature des deux anciens centrioles) va acquérir 
des appendices. En début de phase M, les fibres assurant la cohésion entre les deux doublés de 
centrioles sont rompues et les deux centrosomes se séparent et forment les pôles du fuseau 




















Le centrosome est dupliqué une seule fois au cours du cycle cellulaire. En phase G1, les cellules 
contiennent un seul centrosome formé de deux centrioles : un centriole père mature et un centriole 
fils immature. L’initiation de la duplication de nouveaux centrioles correspond à la transition G1/S. 
Lors de la phase G2, le centriole fils acquiert des appendices sur sa partie distale. En début de mitose, 




2.1.4.4 Centrosome et régulation du cycle cellulaire 
 
Le cycle de duplication du centrosome est régulé de façon à ce que le centrosome soit 
dupliqué une seule fois par cycle cellulaire. Cette régulation intervient d’une part en permettant 
la duplication en phase G1, d’autre part en inhibant l’assemblée du centrosome pour éviter la re-
duplication en phase G2 (Tsou and Stearns 2006). Ces mécanismes font intervenir des molécules 
qui régulent par ailleurss le cycle cellulaire, comme le complexe CyclineE-Cdk2 ou la protéine 
Séparase, permettant ainsi de coordonner les deux cycles et d’éviter la multiplication des 
centrosomes (Tsou and Stearns 2006). Néanmoins, la multiplication des centrosomes par re-
duplication peut se produire lorsque la phase S est prolongée par inhibition de la réplication de 
l’ADN (Wong and Stearns 2003). Les dommages à l’ADN, qui impliquent un arrêt ou un 
ralentissement du cycle cellulaire sont aussi susceptibles de provoquer des amplifications du 
nombre de centrosomes (Dodson, Bourke et al. 2004). Certaines modifications affectant la 
protéine p53 ou induisant la surexpression de Cycline E conduisent aussi à la duplication 
anormale des centrosomes (Fukasawa, Choi et al. 1996; Mussman, Horn et al. 2000).  Les cellules 
cancéreuses présentent souvent un nombre anormal de centrosomes, ce qui pourrait être une 
cause du processus de cancérogénèse ou bien une conséquence des mutations affectant les 
mécanismes de régulation du cycle cellulaire, qui sont trés fréquentes dans les tumeurs. 
Par ailleurss, un certain nombre de travaux ont pu mettre en avant un rôle potentiel pour 
le centrosome dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, la « perte » ou le « manque » de 
centrosome semble induire un arrêt des cellules en phase G1. Les cellules dont le centrosome a 
été éliminé par microchirurgie ou par utilisation de laser s’arrêtent en G1 après avoir traversé la 
mitose sans centrosome (Hinchcliffe, Miller et al. 2001; Khodjakov and Rieder 2001). 
Récemment pourtant, les mêmes expériences ont été réalisées dans des cellules qui se 
trouvaient déjà en phase G1 au moment de l’ablation du centrosome (Uetake, Loncarek et al. 
2007). Dans ce cas, les cellules sont capables de progresser jusqu’en phase S, sauf si elles sont 
soumises à un stress exogène, auquel cas elles restent arrêtées en phase G1. Ainsi, l’ablation du 
centrosome pourrait arrêter les cellules du fait d’un stress que cette absence crée pendant la 
division (Srsen and Merdes 2006). Par ailleurss, lorsque l’intégrité du centrosome est 
compromise par la diminution de protéines centrosomales, les cellules s’arrêtent en phase G1 et 
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cet arrêt dépend des protéines p38MAPK, p53 et p21 (Srsen, Gnadt et al. 2006; Mikule, Delaval 
et al. 2007). Ceci pourrait être la réponse cellulaire à cette modification de la plateforme que 
constitue le centrosome. 
 




En 1961, Hayflick observa que les cellules issues de tissus normaux et mises en culture ne 
proliféraient pas indéfiniment (Hayflick and Moorhead 1961). Il tira de ces observations la 
conclusion empirique que les cellules primaires, donc non transformées, ont une durée de vie 
limitée à un certain nombre de divisions cellulaires et que cette régulation est un mécanisme qui 
dépend de signaux intracellulaires (Hayflick 1965). La notion de limite de Hayflick met en avant la 
notion que la vie et la mort des cellules normales est régulée et que cette régulation est liée à la 
division des cellules.  
Les eucaryotes supérieurs prolifèrent par division cellulaire, une cellule donnant 
naissance à deux cellules filles identiques. Les cellules se divisent selon une séquence 
d’évènements régulés finement appelée le cycle cellulaire. Chez les eucaryotes supérieurs, ce 
cycle est  sensiblement différent dans les cellules embryonnaires, les cellules germinales ou les 
cellules somatiques. Je décrirais plus précisément le cycle cellulaire des cellules somatiques. La 
régulation de la prolifération des cellules fait aussi intervenir des mécanismes de sénescence et 
de mort cellulaire programmée, dont certains sont mis en place pour pallier à des erreurs 
apparaissant au cours de la division des cellules. 
 




Le cycle cellulaire est l’ensemble des étapes traversées par une cellule somatique lors de 
sa division en deux cellules filles identiques, contenant chacune la même information génétique. 
On décrit habituellement le cycle cellulaire en deux périodes, l’interphase et la phase M (cf. 
shéma 11). L’interphase regoupe trois phases fonctionnellement distinctes. Ces phases sont les 
phases  G1 (Gap1), S (Synthèse), G2 (Gap2). On décrit aussi la phase G0, qui comprend des 
cellules quiescentes ne se divisant plus mais dont le métabolisme reste actif. Les cellules 
quiescentes sont susceptibles d’entrer à nouveau dans le cycle cellulaire et de proliférer après 





















Le cycle cellulaire est constitué d’un enchaînement d’étapes conduisant à la réplication de l’ADN puis à la 
répartission de l’ADN en deux cellules filles. En phase G1 la cellule contient 2N chromosomes. En phase S 
chaque chromatide est répliquée. En phase G2 la cellule contient 4N chromosomes, chaque chromosome  
ayant 2 chromatides. Pendant la mitose les chromatides sœurs de chacun des chromosomes sont séparées 
et réparties entre les deux cellules filles. 
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2.2.2.1 Les différentes phases du cycle cellulaire 
 
L’interphase est la période du cycle cellulaire pendant laquelle les cellules dupliquent leur 
matériel génétique et augmentent leur volume et leur masse avant la division. Pendant cette 
période, la synthèse de protéine est importante et permet la réplication de l’ADN, la duplication 
du centrosome, l’augmentation du volume cellulaire et de la quantité d’organites cellulaires, qui 
seront répartis entre les cellules filles pendant la phase M (Alberts 2002). 
La phase G1 est la plus longue du cycle cellulaire. Elle recouvre deux phénomènes 
importants. Dans un premier temps, les cellules sorties de phase M ou bien quiescentes vont 
intégrer des signaux différents et décider ou non d’entamer un nouveau cycle cellulaire. Dans un 
deuxième temps, une fois cette décision prise, les cellules vont activer la transcription de gènes 
essentiels à la duplication de l’ADN et du centrosome, qui se produisent en phase S. Dans la 
première partie de la phase G1, les cellules sont particulièrement sensibles aux stimuli 
mitogènes externes. Sous l’influence de signaux prolifératifs ou  mitogènes, les cellules 
s’engagent plus avant dans la phase G1 et passent le point de restriction, après lequel elles sont 
engagées dans un  nouveau cycle cellulaire complet. 
La phase S se caractérise par la réplication du matériel génétique. L’ADN est répliqué de 
façon semi conservative, ainsi les chromatides anciennement et nouvellement synthétisées sont 
identiques. Au cours de cette phase les centrioles qui constituent le centrosome sont aussi 
dupliqués. La duplication du centrosome et celle du matériel génétique sont coordonées par des 
acteurs de la régulation du cycle cellulaire. 
Durant la phase G2 la cellule contrôle la duplication de l’ADN et les éventuelles erreurs 
commises et se prépare à la mitose. Cette phase correspond à une phase de synthèse intense 
qui mène à un volume cellulaire plus important. En fin de phase G2 les chromosomes 
commencent à se condenser. 
La phase M est la phase du cycle pendant laquelle la cellule va effectivement opérer sa 
division en deux cellules filles identiques. Les différentes étapes conduisant à la ségrégation des 
chromosomes et leur répartition entre deux cellules filles font partie de la mitose. En plus de 
chromatides identiques, les deux cellules filles reçoivent grâce à ce mode de division, une 
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quantité semblable d’organelles qui ont été dupliquées en phase S et G2. La mitose se divise en 
phases morphologiquement distinctes que sont la prophase, la métaphase, l’anaphase et la 
télophase. La cytokinèse termine la phase M. Elle correspond à la phase d’individualisation des 
deux cellules filles et de clivage de la membrane qui va permettre leur indépendance et va 
marquer la fin de la divison. 
 
2.2.2.2 Description de la phase M 
 
Lors de la prophase, première phase de la mitose, la membrane nucléaire se désassemble 
en même temps que les chromosomes se condensent. Parallèlement les deux centrosomes 
comportant chacun deux centrioles, vont se séparer et s’éloigner jusqu’à se disposer de part et 
d’autre des chromosomes, de façon symétrique. Dans le même temps, les microtubules sont 
devenus plus dynamiques et s’arrangent en un fuseau à partir de pôles formés par les 
centrosomes. 
En métaphase les chromosomes s’alignent progressivement sur la plaque métaphasique, 
un disque situé au centre du fuseau mitotique. On distingue la prométaphase, pendant laquelle 
les chromosomes se positionnent correctement à l’aide des microtubules, de la métaphase  
proprement dite où ils sont alignés sur la plaque métaphasique. Les microtubules forment alors 
un reseau bipolaire de microtubules antiparallèles appelé le fuseau mitotique. Au cours de la 
prométaphase, les microtubules se lient progressivement aux kinétochores, des structures 
protéiques localisées au niveau des centromères. 
En anaphase les deux chromatides sœurs de chaque chromosome se séparent et chacune 
est attirée vers un pôle du fuseau par le biais du raccourcissement des microtubules, formant 
ainsi deux pools de chromosomes. Pendant cette phase très courte, le fuseau central de 
microtubules commence à s’organiser. 
En télophase, les deux pools de chromosomes sont chacun à un pôle du fuseau. Les 
microtubules s’organisent en un réseau antiparralèlle au centre de la cellule appelé le fuseau 
central. Au fur et à mesure de l’avancement de la télophase, le fuseau central se compacte et 
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son centre forme une structure appelée corps intermédiaire. A mi-distance entre les deux 
extrémités de la cellule qui vont former les cellules filles, juste sous la membrane cellulaire et 
liée à celle-ci, se forme l’anneau contractile. Il s’agit d’une structure composée de fibres d’Actine 
et de Myosine qui se contracte, séparant ainsi les deux nouvelles cellules filles. 
La cytokinèse correspond à la fin des évènements de mitose et amorce la transition avec 
la phase G1. Lors de cette phase, les cellules restaurent leur membrane nucléaire et 
décondensent leurs chromosomes. A ce stade, l’anneau d’Acto-Myosine s’est contracté jusqu’à 
rejoindre le fuseau central de microtubules qui s’est compacté en une petite structure, appelée 
le corps intermédiaire, prolongée de part et d’autre de quelques fuseaux de microtubules. Peu à 
peu le fuseau central de microtubules et le réseau d’Actine se dépolymérisent, ne laissant 
subsister que le corps intermédiaire dense aux éléctrons. Dans le même temps, comme le 
cytosquelette d’Actine se réorganise, les cellules commencent à former à nouveaux des contacts 
avec la matrice extracellulaire et à adhérer à celle-ci. La cytokinèse se termine avec le clivage de 
la membrane plasmique au niveau du corps intermédiaire permettant la séparation physique 






Schéma 12 : Description de la phase M. 
A : Cellule en début de prophase. Les centrosomes ne sont pas encore séparés. L’ADN se condense 
dans le noyau toujours délimité par la membrane nucléaire. B : Cellule en fin de prophase et début de 
prométaphase.  La membrane nucléaire disparaît, les centrosomes se sont séparés et se localisent de 
façon à former les pôles du fuseau mitotique. C : cellule en prométaphase. Les chromosomes 
s’alignent peu à peu sur la plaque métaphasique grâce au fuseau de microtubules. D : Cellule en 
métaphase. Les chromosomes sont alignés sur la plaque métaphasique. E : Cellule en anaphase. Les 
chromatides sœurs se séparent et les deux pools de chromosomes sont attirés chacun vers un pôle. F 
: Cellule en télophase. Les microtubules forment un fuseau central  autour duquel l’anneau 
contractile d’Acto-Myosine se construit et sépare les deux futures cellules filles. G : Cellule en fin de 
télophase. L’anneau d’Acto-Myosine s’est contracté juqu’au corps intermédiaire formé de Tubuline. 
La membrane nucléaire se reforme et les chromosomes commencent à se décondenser. H : Cellule 
en cytokinèse. Les cellules s’attachent à nouveau à la matrice, l’ADN est décondensé et l’anneau 
contractile s’est dépolymérisé. Le corps intermédiare formé de Tubuline est toujours présent, mais le 
fuseau central a disparu. 
 
2.2.2.3 Les intervenants moléculaires de la mitose 
 
Pendant la mitose, la cellule organise un complet réarrangement du cytosquelette, un 
remodelage des chromosomes, une répartition particulière des organelles ainsi qu’une 
modification de la membrane nucléaire et de la membrane plasmique. Toutes ces modifications 
indispensables sont le fait d’intervenants moléculaires particuliers.  
Transition régulée 












Parmi les intervenants moléculaires nécessaires au bon déroulement de la mitose, on 
retrouve les moteurs moléculaires qui régulent la forme et l’activité des cytosquelettes d’actine 
et de microtubules ainsi que la position des centrosomes (voir introduction sur le cytosquelette). 
On trouve aussi les complexes protéiques responsables de la compaction et de l’organisation des 
chromosomes, les kinétochores et les molécules impliquées dans le point de contrôle mitotique 
et la régulation de l’APC/C (décrit dans le chapitre des points de contrôle), et le complexe des 
protéines passagères dont le rôle majeur semble être la coordination de tous ces évènements. 
Tous ces éléments interviennent dans la formation ou le fonctionnement du point de contrôle 
mitotique. 
 
2.2.2.3.1 Les complexes régulant la compaction et l’organisation des chromosomes 
 
Les chromosomes mitotiques sont composés d’environ 1/3 d’ADN, 1/3 d’Histones et  1/3 
de protéines associées qui sont responsables de la forme caractéristique des chromosomes en 
métaphase (Decordier, Cundari et al. 2008). Un mécanisme, dit Chromosome Scaffold, fait 
intervenir à la fois des protéines se liant à l’ADN et des séquences d’ADN spécifiques et permet 
l’organisation particulière de la chromatine en mitose. De plus, un complexe de protéines appelé 
Cohésine permet l’attachement des deux chromatides sœurs et régule leur séparation au 
moment de la transition métaphase/anaphase. 
Le Chromosome Scaffold est constitué des protéines Topoisomérase II (une protéine 
permettant la décaténation de l’ADN) et Smc2 (une sous unité du complexe Condensine) (Hirano 
and Mitchison 1994). Ces protéines se lient à des séquences spécifiques d’ADN, les SAR (Scaffold 
Attachement Region) qui définissent les limites de boucles d’ADN (Strick and Laemmli 1995; 
Almagro, Riveline et al. 2004). 
La Topoisomérase II est une enzyme permettant la décaténation des brins d’ADN. Elle est 
impliquée dans un grand nombre de mécanismes dont la réparation, la réplication, la 
recombination et la transcription de l’ADN (Decordier, Cundari et al. 2008). La Topoisomérase II 
a été impliquée dans le déclenchement d’un point de contrôle lié au stress mais indépendant 
des dommages à l’ADN en phase G2 (Mikhailov, Shinohara et al. 2004). La décaténation de l’ADN 
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est importante pour le bon déroulement de la mitose et son inhibition conduit à un arrêt des 
cellules en métaphase et une activation du point de contrôle mitotique (Skoufias, Lacroix et al. 
2004; Toyoda and Yanagida 2006). La Topoisomérase II est régulée en mitose par 
phosphorylation, sous la dépendance de la kinase Plk1 et de la phosphatase PP2A (Escargueil 
and Larsen 2007; Li, Wang et al. 2008). Le rôle de la Topoisomérase II en mitose serait de 
permettre la résolution correcte des centromères au moment de la ségrégation des chromatides 
afin d’éviter de former des ponts de chromatine (Chromatine bridges) susceptibles lors de la 
cytokinèse de subir des dommages à l’ADN. 
Les complexes protéiques des Condensines sont composés de protéines Smc et de sous 
unités de Kleisines. Chez les vertébrés on trouve deux types de complexes Condensines, 
Condensine I et Condensine II. Les deux complexes partagent le même cœur de protéines (CAP-
E/Smc2 et CAP-C/Smc4) mais contiennent des sous-unités régulatrices différentes (CAPD2 et 
CAP-G pour Condensine I, CAPD3 et CAP-G2 pour Condensine II) (Haering and Nasmyth 2003). 
Aurora B contrôle le recrutement des Condensines I sur les chromosomes mitotiques (Lipp, 
Hirota et al. 2007). Le recrutement des Condensines sur les chromosomes coïncide avec la 
phosphorylation de la Serine 10 de l’Histone H3 par la protéine kinase Aurora B, cette 
phosphorylation étant un marqueur de la condensation des chromosomes. Les Condensines 
jouent un rôle dans le point de contrôle mitotique en permettant le maintient de la tension au 
niveau des kinétochores en métaphase (Yong-Gonzalez, Wang et al. 2007). Ces complexes 
seraient régulés entre autre par les protéines phosphatases de type 1, les PP1 (Vagnarelli, 
Hudson et al. 2006). 
 
2.2.2.3.2 Les kinétochores et les protéines du point de contrôle mitotique 
 
Les kinétochores sont des structures protéiques qui s’organisent au niveau des 
centromères lors de la mitose.  Ces structures jouent le rôle de plateformes sur lesquelles un 
grand nombre de protéines régulatrices se localisent et interagissent. C’est sur cette 
plateforme que les fibres kinétochoriennes viennent se fixer. Les kinétochores sont décrits 
dans la littérature comme étant formés de trois couches. On distingue la couche interne, la 
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couche externe et la couronne ou corona (Musacchio and Salmon 2007). L’ensemble des 
protéines qui se localisent sur les kinétochores est présenté sur le schéma 13. 
Les kinétochores s’établissent au niveau des centromères par le biais de la protéine 
CENP-A, un variant de l’histone H3 spécifique des centromères. La région des centromères 
comprend un grand nombre de copies (de 1500 à 30 000) d’une séquence  de 171 paires de 
bases répétées en tandem et appelée satellite α (Cleveland, Mao et al. 2003). Il existe deux 
familles majeures de satellites α, α-I qui est très conservée, et α-II dont la structure varie de 
façon importante. Lors de la condensation de la chromatine des centromères en prophase, 
les structures α-I sont retrouvées à l’extérieur du centromère, à la surface du chromosome, 
tandis que les structures α-II sont à l’intérieur. CENP-A forme des nucléosomes se liant 
principalement aux satellites de types α-I (Cleveland, Mao et al. 2003). Les protéines de la 
couche interne des kinétochores s’assemblent de façon hiérarchique et co-dépendante à 
partir de CENP-A selon la séquence : CENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-H, CENP-I et hMIS12. Ces 
protéines sont constitutives des kinétochores et restent localisées sur les séquences du 
centromère tout au long du cycle cellulaire (Decordier, Cundari et al. 2008). La couche 
externe des kinétochores et la corona se forment progressivement après l’entrée en mitose 
par accumulation de protéines dont la localisation est aussi co-dépendante. 
 La couche externe comprend notamment le complexe HEC1 qui joue un rôle dans 
l’attachement des fibres kinétochoriennes en métaphase (DeLuca, Gall et al. 2006). Les 
complexes KNL1, MIS12 et le complexe Mcm21 chez la levure s’associent aussi à la couche 
externe. Le complexe KNL1 semble déterminant dans la construction du kinétochore et pour 
la localisation de protéines sur la corona (Cheeseman, Hori et al. 2008). Les complexes 
HEC1/KNL1/MIS12 forment un réseau responsable de l’attachement des microtubules aux 
kinétochores (Cheeseman, Chappie et al. 2006). Ces trois complexes augmentent 
l’attachement aux microtubules de façon synergique. La couche externe servira de 
plateforme sur laquelle les protéines du point de contrôle mitotique viennent se localiser et 
sont régulées (DeLuca, Howell et al. 2003).  
La corona est la partie la plus externe et la plus dynamique des kinétochores. On y 
retrouve des protéines spécifiques des bouts (+) des microtubules dont les protéines Clasp, 
EB1, ch-TOG et CLIP170. On estime que le rôle de ces protéines aux kinétochores serait de 
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stabiliser les microtubules qui viennent s’y attacher (Tanaka, Stark et al. 2005). On trouve 
aussi la kinésine CENP-E qui intervient dans l’attachement des microtubules (Mao, Desai et al. 
2005). Le complexe formé des protéines Rod/ZW10/ZWILCH vient se localiser sur la corona 
grâce à HEC1, et permet le recrutement du complexe Dynéine/Dynactine et de Mad1 et  
Mad2 (Karess 2005). Pendant la mitose, la Dynéine est recrutée aux kinétochores par le 
complexe formé des protéines Zw10/Rob qui se lie à p50-dynamitine, et migre vers les pôles 
du fuseau mitotique en transportant des protéines spécifiques vers les centrosomes (Howell, 
McEwen et al. 2001; Buffin, Lefebvre et al. 2005; Karess 2005). La Dynéine participe au point 
de contrôle mitotique de façon indirecte, en transportant et donc en régulant la localisation 
de protéines importantes pour l’activité de ce point de contrôle. En effet, la Dyneine est 
responsable du transport de la protéine Mad2 vers les pôles. Elle participe ainsi à la 
dynamique d’échange de cette protéine aux kinétochores et surtout à l’inactivation du point 
de contrôle mitotique en retirant Mad2 des kinétochores lors de la transition 
métaphase/anaphase (Howell, McEwen et al. 2001). L’activité du complexe Dynéine/ 
Dynactine est régulée aux kinétochores par les protéines LIS1, Clip170, NudE et Nudel (Tai, 
Dujardin et al. 2002; Yan, Li et al. 2003; Stehman, Chen et al. 2007).  
Les protéines du point de contrôle mitotique se localisent sur les kinétochores. C’est le 
cas de Bub1 et BubR1 qui sont recrutées sur les kinétochores via Bub3 (Musacchio and Salmon 
2007), mais aussi de l’ubiquitine ligase APC/C et de Cdc20 qui régule sont activité (Acquaviva, 
Herzog et al. 2004). La localisation de Mad2 aux kinétochores induit son activation. On distingue 
deux formes de la protéine, une forme activée appelée Mad2-C et une forme inactive Mad2-O 
(De Antoni, Pearson et al. 2005; Yu 2006). La forme Mad2-C est retrouvée sur les kinétochores, 





Schéma 13 : Structure du kinétochore. 
Le kinétochore se construit sur la zone 
délimitée par les nucléosomes contenant 
CENP-A. La couche interne comprend des 
protéines qui s’associent avec le 
centromère tout au long du cycle (formes 
ovales bleues et violettes, famille des 
protéines CENP). Ces protéines se lient à 
CENP-A de façon séquentielle. La couche 
externe se forme pendant la mitose sur la 
couche interne et comprend les complexes 
responsables de la liaison aux microtubules 
(kMTs pour Kinetochore microtubules) : 
KNL1 (Spc105 chez la levure), MIS12 (Mtw1 
chez la levure), HEC1 (Ndc80 chez la 
levure) et le complexe Mcm21. Les 
protéines kinases Plk1 et Mps1 localisent 
aussi aux kinétochores et régulent le 
recrutement d’autres protéines sur la 
corona. Les protéines de la corona se lient 
à la couche externe de façon dynamique. 
Le complexe RZZ permet le recrutement de 
la Dynéine et de Mad1 et Mad2-C 
(représenté par les cercles jaunes et la 
lettre C pour Mad2 Closed, la forme active 
de Mad2). Mad2-C (forme active) et Mad2-
O (forma inactive) ont une cinétique d’échange aux kinétochores importante. Les protéines du point de contrôle Bub1 
et BubR1 sont recrutées sur la corona via Bub3. Le complexe APC/C et Cdc20 localisent aux kinétochores où ils sont 
inhibés. Les protéines des extrémités des microtubules localisent sur la corona et stabilisent les microtubules. D’autres 
protéines sont retrouvées aux kinétochores : les protéines RanGAP, RanBP2, CRM1, et des sous-unités du complexe du 
pore nucléaire (NPC pour Nuclear Pore Complex), ces protéines n’ont pas de rôle direct dans la régulation du point de 
contrôle mitotique. La protéine MCAK et le complexe des protéines passagères constitué d’Aurora B, Boréaline, INCENP 
et Survivine sont localisés aux niveau de la face interne des centromères. D’après (Musacchio and Salmon 2007). 
 
2.2.2.3.3 Les protéines passagères 
 
Les protéines passagères forment un groupe de protéines associées en complexe lors de 
la mitose. Ces protéines tiennent leur nom de leur localisation particulière pendant la phase M 
(cf. schéma 14). Elles s’associent avec les  chromosomes en prophase et jusqu’en métaphase où 
elles se concentrent au niveau de la face interne des centromères, au fur et à mesure que les 
fibres kinétochoriennes s’attachent aux kinétochores. Lors de la transition métaphase-anaphase, 
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elles se dissocient rapidement des centromères et se relocalisent sur le fuseau central à mi-
distance entre les chromosomes, puis au niveau du corps intermédiaire en cytokinèse. Le 
complexe des protéines passagères et composé d’INCENP, Aurora B, Survivine et Boréaline.  
INCENP est la première des protéines passagères à avoir été identifiée (Cooke, Heck et al. 
1987). INCENP se lie aux autres protéines passagères et agit de ce fait comme une protéine 
d’échaffaudage (scaffold) qui permet la formation du complexe (Adams, Wheatley et al. 2000; 
Bolton, Lan et al. 2002).  
Aurora B est une sérine/thréonine kinase qui intervient dans un grand nombre de 
mécanismes pendant la mitose. La liaison à INCENP induit l’activation d’Aurora B, puis la 
phosphorylation d’INCENP, qui augmente encore l’activation de la kinase Aurora B, créant ainsi 
une boucle d’amplification (Honda, Korner et al. 2003). 
Survivine est une protéine qui fait partie de la famille des protéines inhibitrices 
d’apoptose (IAP : Inhibitor of Apoptosis Proteins), mais son rôle d’inhibiteur de l’apoptose reste 
controversé (Lens, Vader et al. 2006). Le rôle de Survivine en mitose semble être la localisation 
du complexe des protéines passagères (Klein, Nigg et al. 2006; Vader, Kauw et al. 2006). La 
phosphorylation de Survivine via Aurora B paraît être importante pour la régulation du 
complexe, et Survivine est importante pour la liaison d’Aurora B à INCENP (Honda, Korner et al. 
2003; Wheatley, Henzing et al. 2004; Delacour-Larose, Thi et al. 2007). 
La protéine Boréaline est la protéine passagère découverte le plus récemment 
(Gassmann, Carvalho et al. 2004). Bien que l’on sache que la Boréaline est phosphorylée 
pendant la mitose, notamment par Aurora B, on ignore encore la fonction exacte de cette 
protéine au sein du complexe (Kaur, Stiff et al. 2007; Slattery, Moore et al. 2008). 
Les fonctions du complexe des protéines passagères sont multiples. Ce complexe agit 
essentiellement par phosphorylation via la kinase Aurora B. A chacune des étapes de son trajet, 
le complexe des protéines passagères intéragit avec d’autres complexes, et régule ainsi les 
différentes étapes de la mitose, et de façon plus globale, leur orchestration. 
Ainsi, en prophase, les protéines passagères sont réparties sur les chromosomes. A ce 
stade, Aurora B phosphoryle à la fois l’histone H3 et les complexes Condensines I responsables 
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de la condensation des chromosomes (Lipp, Hirota et al. 2007). Le complexe des protéines 
passagères joue un rôle dans la mise en place du fuseau mitotique ainsi que dans le point de 
contrôle mitotique. L’inhibition d’Aurora B par la molécule ZM447439 ou la réduction du niveau 
de la protéine Boréaline par siRNA produit des fuseaux mitotiques anormaux (Gassmann, 
Carvalho et al. 2004; Wang, Toppari et al. 2006). Aurora B intervient aussi en régulant l’activité 
et la localisation de la protéine MCAK, ce faisant elle est impliquée dans la réparation des 
attachements incorrects des microtubules aux kinétochores. Aurora B régule l’activité de HEC1 
et permet ainsi le recrutement des protéines du point de contrôle mitotique aux kinétochores et 
la liaison des microtubules aux kinétochores. 
L’activité du complexe des protéines passagères est necessaire au bon déroulement de la 
cytokinèse. La protéine kinase Aurora B phorphoryle MgcRacGAP et cette phosphorylation 
modifie l’activité RacGAP en activité RhoGAP, qui permet l’activation de RhoA et la contraction 
de l’anneau contractile (Minoshima, Kawashima et al. 2003). La phosphorylation de la Vimentine 
par Aurora B permet la réorganisation des filaments intermédiaires indispensable à la cytokinèse 
(Goto, Yasui et al. 2003).  
 
 





Images d’immunofluorescence (images Aa à Da) et schémas correspondants (Ab à Db) présentant la 
localisation d’Aurora B (en vert) pendant la mitose dans des cellules Hela. Les centromères sont 
marqués en rose, la Tubuline-α en rouge et l’ADN en bleu. (A) En prophase, Aurora B est nucléaire et 
co-localise avec les centromères (Aa, image, Ab, schéma). (B) En métaphase elle se situe aux 
centromères, au niveau de la face interne des chromosomes. (C) En anaphase, Aurora B se relocalise 
sur le fuseau central. (D) En télophase Aurora B est située au niveau du corps intermédiaire. D’après 
(Rieder, Cole et al. 1995; Ruchaud, Carmena et al. 2007). 
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2.2.2.4 La régulation du cycle cellulaire 
 
Le cycle cellulaire est régulé principalement par des complexes enzymatiques appelés 
complexes Cycline-Cdk (Morgan 1997; Bloom and Cross 2007). Ces complexes phosphorylent des 
substrats particuliers responsables d’évènements cellulaires. La régulation de l’activité des 
Cyclines-Cdk permet l’orchestration de ces évènements et le bon déroulement du cycle 
cellulaire. Ces complexes sont régulés premièrement par disponibilité des Cyclines, des protéines 
qui activent les kinases Cdk et ont un rôle dans la spécificité de substrat de ces dernières. Ainsi la 
régulation transcriptionnelle et la dégradation des Cyclines est un aspect majeur de la régulation 
du cycle cellulaire. La dégradation par le protéasome des Cyclines dépend de modifications post-
traductionnelles spécifiques, des poly-ubiquitinations. Ces modifications sont effectuées par des 
complexes enzymatiques dit ubiquitines ligases E3, l’APC/C et le SCF, dont l’activité est régulée 
au court du cycle cellulaire.   
2.2.2.4.1 Les complexes Cyclines-CDK 
 
Les complexes Cyclines-Cdk sont des complexes enzymatiques dimériques formés d’une 
sous unité Cdk (Cyclin dependant kinase) et d’une sous unité Cycline (Pines 1992). Les Cdk sont 
des kinases des résidus sérines et thréonines dont l’activité dépend de la liaison à une Cycline. 
Les Cdk représentent une famille de protéines de taille homogène, très conservées et dont 
l’expression au cours du cycle cellulaire est relativement constante. La famille des Cyclines 
regroupe au contraire des protéines très diverses, de taille variable et dont l’expression et la 
dégradation sont régulées et varient selon les différentes phases du cycle (Murray 1995; King, 
Deshaies et al. 1996). 
Chez les eucaryotes supérieurs, il existe plusieurs Cdk capables de se lier à diverses 
cyclines. Une liste non exhaustive des Cdk et de leurs Cyclines associées, ainsi que des fonctions 
décrites dans la littérature de ces complexes est présentée dans le tableau 3. 
Les complexes Cycline-Cdk majeurs responsables des transitions entre les différentes 
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Cdk7 Cycline H  CAK, kinase actrivatrice des complexes Cycline-Cdk 
 























L’activation complète du complexe Cycline-Cdk nécessite une phosphorylation via une 
kinase CAK (pour CDK Activating Kinase) (Fisher and Morgan 1994; Makela, Tassan et al. 1994). 
CAK est un complexe enzymatique formé de Cdk7, sous-unité catalytique de la famille des Cdk, la 
Cycline H et de la protéine Mat1. CAK phosphoryle un résidu thréonine situé à l’entrée du site 
enzymatique du complexe, modifiant ainsi sa structure et augmentant son activité. Il s’agit du 
résidu thréonine 160 pour la forme humaine de Cdk2, et du résidu thréonine 161 pour la forme 
humaine de Cdk1. 
 
2.2.2.4.2 Les régulateurs des complexes Cyclines-CDK 
 
Les complexes Cyclines-Cdk sont notamment régulés par phopshorylation et 
déphosphorylation. Les kinases Wee1 et Myt1 phosphorylent les complexes sur les résidus 
conservés Tyrosine 15 (Wee1 et Myt1)  et Thréonine 14 (Myt1) des Cdk et ces phophorylations 
sont inhibitrices (Morgan 1997). Les phopshatases Cdc25 (Cdc25 A, B et C chez l’homme) 
déphosphorylent ces résidus et lèvent l’inhibition du complexe. Ces régulations post-
traductionnelles permettent la modulation de l’activité des complexes au cours d’une même 
phase et sont déterminantes dans la régulation du complexe Cycline B-Cdk1 et l’entrée en phase 
M (Karlsson-Rosenthal and Millar 2006). 
Les complexes Cycline-Cdk sont aussi régulés par une famille d’inhibiteurs, les CKI (pour 
CDK Inhibitor) (Besson, Dowdy et al. 2008). Ce groupe se partage en deux sous-familles, les 
protéines produites par le gène INK4 (p15INK4, p16INK4, p18INK4 et p19INK4) et la famille des 
protéines Cip/Kip (p21Cip1, p27Kip1 et p57Kip2). Les membres de la famille INK4 se lient à Cdk4 et 
Cdk6  et empêchent la liaison à la Cycline D. Les membres de la famille Cip/Kip forment des 
hétérodimères avec les complexes Cycline-Cdk et inhibent leur activité. Ces inhibiteurs sont 
particulièrement impliqués dans le déroulement de la phase G1.  
 




La phase G1 est la phase qui précède la phase S où l’ADN est dupliqué. La phase G1 peut 
être divisée en plusieurs étapes. La première partie de la phase G1 ainsi que la sortie de phase 
G0 conduisant à la phase G1 permettent l’intégration de signaux prolifératifs internes et 
externes jusqu’au point de restriction (Planas-Silva and Weinberg 1997). Le point de restriction 
marque la limite avec la phase G1 dite tardive dans laquelle les cellules qui ont alors amorcé un 
nouveau cycle cellulaire préparent et régulent la duplication de l’ADN et du centrosome. La 
traversée de la phase G1 nécessite l’activation d’au moins deux types de complexes Cycline-Cdk : 
Cycline D-Cdk4/6 et CyclineE-Cdk2. Une description simplifiée de la régulation des Cyclines-Cdk 
en phase G1 est présentée sur le schéma 16. 
Le déroulement de la phase G1 et la régulation des différentes Cyclines-Cdk impliquées 
sont soumis au contrôle des facteurs de transcription E2F et de la famille des pocket proteines 
qui régule leurs activités (Cobrinik 2005; Dimova and Dyson 2005; Macaluso, Montanari et al. 
2006). Chez les mammifères supérieurs, la famille des facteurs de transcription E2F comprend 
les facteurs E2F1 à E2F7, et la famille des pocket proteines comprend les protéines pRb, p130 et 
p107.  
Les trois pocket protéines ont la propriété de se lier à des facteurs E2F. Ces liaisons sont 
inhibées par la phosphorylation des pockets protéines par les complexes Cycline E-Cdk2 et 
Cycline D-Cdk4/6 actifs en phase G1 (Cobrinik 2005). Les protéines p130 et p107 semblent avoir 
des affinités ou une spécificité pour des facteurs E2F différents de ceux que lie pRb et sont 
impliqués dans la régulation de gènes différents. pRb est exprimée de façon constante mais son 
état de phosphorylation varie au cours du cycle, tandis qu’il semblerait que p130 soit exprimée 
plus fortement dans les cellules arrêtées et p107 plus fortement dans les cellules en prolifération 
(Classon and Dyson 2001).  
La famille des facteurs de croissance E2F est composée de 7 membres qui sont activés 
par hétérodimérisation avec les protéines DP (DP1 ou DP2), à l’exception de E2F6 et E2F7 
(Dimova and Dyson 2005). Les gènes sous le contrôle des facteurs E2F:DP sont multiples. Ils 
comprennent notamment les protéines Cycline A et Cycline E, Cdk1 et Cdk2 et la phosphatase 
Cdc25A qui régule notamment l’activité de Cdk2 (DeGregori, Kowalik et al. 1995). Les facteurs 
E2F activent également la transcription de gènes codant pour des protéines impliquées dans la 
réplication de l’ADN. C’est le cas des protéines Mcm, Orc1, Cdc6  et PCNA qui sont impliquées 
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dans la formation de complexes aux niveaux des fourches de réplication de l’ADN qui assurent et 
régulent la duplication de l’ADN au cours du cycle cellulaire (Genovese, Trani et al. 2006). Les 
facteurs E2F activent aussi la transcription de d’enzymes nécèssaires à la synthèse des nouveaux 
brins d’ADN (ADN Polymerase alpha, Thymidilate kinase, dihydrofolate réductase), ainsi que des 
protéines nécèssaires à la réparation de l’ADN (DNA-PK, Rad51, BRCA1) et des effecteurs des 
points de contrôles (p53, Chk1) (Ren, Cam et al. 2002). Parmi les facteurs de transcription, E2F1, 
E2F2 et E2F3a sont de forts activateurs de la transcription qui sont à la fois liés 
préférentiellement et inhibés par pRb (Trimarchi and Lees 2002). Ils sont faiblement exprimés en 
phase G0 mais leur expression et leur activité augmentent en milieu de phase G1. Il existe un 
facteur de transcription E2F3b exprimé lorsque les cellules sont quiescentes et qui forme avec la 
protéine pRb des complexes répresseurs de la transcription importants pour le maintient des 
cellules en phase G0 (Aslanian, Iaquinta et al. 2004). E2F4 et E2F5 sont des facteurs de 
transcription moins puissants qui sont exprimés de façon constante au cours du cycle. En phase 
G0 et en début de phase G1 ils sont liés à p130 et p107 et forment alors des complexes 
répresseurs de la transcription (Dimova and Dyson 2005). Ces complexes se lient aux promoteurs 
et recrutent des histones déacétylases qui vont modifier la structure de la chromatine et ainsi 
rendre impossible la transcription de ces gènes. Il ne semble pas que les complexes formés des 
E2F1-3 et de pRb aient une activité de répresseur de la transcription similaire. 
Dans la phase G1 précoce ou bien en phase G0 les cellules sont sous l’inhibition des 
pocket protéines p130 (chez les cellules quiescentes) et pRb (chez les cellules cyclantes en tout 
début de phase G1). En l’absence d’activité des complexes Cycline D-Cdk4/6 et CyclineE-Cdk2, 
les protéines p130, chez les cellules quiescentes, et pRB, chez les cellules en prolifération en 
phase G1, sont hypophosphorylées. p130 et pRb hypophosphorylées se lient aux complexes 
formés des facteurs de transcription E2F et de DP1 et les inhibent. Sans activité 
transcriptionnelle, les cellules ne produisent pas les protéines nécessaires à l’entrée en phase S 
et à la duplication de l’ADN. 
La régulation de Cycline D-Cdk4/6 se fait à plusieurs niveaux. Tout d’abord, l’expression 
des Cycline D (D1, D2 ou D3 selon les types cellulaires) dépend de signaux mitogéniques. Les 
signaux mitogéniques stimulant l’expression de Cycline D sont essentiellement des facteurs 
externes, facteurs de croissance ou bien signaux induits par l’adhésion à la matrice 
extracellulaire (Sherr 1995; Assoian 1997). En l’absence de signaux mitogéniques continus, la 
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cycline D qui a une demie-vie très courte est dégradée rapidement. Ces signaux régulent aussi le 
niveau des protéines CDKI p21Cip1 et p27Kip1. p27Kip1 est élevé dans le cas d’absence de facteurs 
de croissance, d’absence d’adhésion à la matrice extracellulaire ou bien en cas d’inhibition de 
contact (Assoian and Zhu 1997; Bottazzi and Assoian 1997; Bottazzi, Zhu et al. 1999). La 
stimulation par des facteurs de croissance ou par adhésion à la matrice extracellulaire conduit à 
son élimination. p21Cip1 n’est exprimée que faiblement dans les cellules quiescentes et ne 
semble pas avoir de rôle dans l’inhibition de contact, néanmoins l’absence d’adhérence à la 
matrice extracellulaire stimule son expression. La stimulation par des facteurs de croissance 
stimule aussi son expression mais de façon transitoire (Wu and Schonthal 1997; Bottazzi, Zhu et 
al. 1999). L’élévation passagère du niveau de p21Cip1 permet la stabilisation des complexes 
Cycline-Cdk et facilite leur assemblage. En l’absence de signaux mitogéniques les niveaux des 
protéines p21Cip1 et p27Kip1 sont élevés et les complexes Cyclines-Cdk sont inhibés. Par ailleurss, 
le facteur de croissance anti-mitotique TGF-β induit la transcription du CDKI p15INK4  qui se lie à 
Cdk4 et Cdk6 et inhibe la formation des complexes Cycline D–Cdk4/6, et parallèlement réprime 
l’expression de Myc (Sandhu, Garbe et al. 1997; Warner, Blain et al. 1999). La protéine p16INK4 
est aussi susceptible d’inhiber la formation des complexes Cycline D–Cdk4/6 (McConnell, 
Gregory et al. 1999). 
Le complexe Cycline E-Cdk2 est activé essentiellement par induction de l’expression de la 
Cycline E par E2F et l’oncogène Myc (Obaya, Mateyak et al. 1999). L’activation du complexe 
Cycline E-Cdk2  est à l’origine d’une boucle rétro-activatrice. D’une part, l’activation du complexe 
Cycline E-Cdk2 permet la phosphorylation de pRb, ce qui entraine l’expression de plus de Cycline 
E par E2F (Lundberg and Weinberg 1998). D’autre part, le complexe Cycline E-Cdk2 phosphoryle 
et induit la dégradation de p27Kip1 (Sheaff, Groudine et al. 1997; Carrano, Eytan et al. 1999; 
Montagnoli, Fiore et al. 1999). Cette boucle marque le passage du point de restriction après 
lequel les cellules sont engagées dans un nouveau cycle cellulaire. L’effet rétro-activateur 
contribue à augmenter l’activité à la fois du complexe Cycline E-Cdk2 mais aussi des E2F. Passé le 
point de restriction, les cellules en phase G1 synthétisent un grand nombre de protéines 



































Schéma 16 : Régulation de la transition G1/S. 
 
 
2.2.2.6 Cas particulier de la mitose 
 
La régulation de la mitose implique essentiellement la régulation de l’activité de la kinase 
Cdk1 via la regulation du complexe Cycline B-Cdk1. L’activation de ce complexe est nécessaire à 
l’entrée en mitose puis au maintient des cellules en mitose, tandis que la sortie de mitose 
dépend de l’inactivation de Cdk1. 
 
2.2.2.6.1 L’entrée en mitose   
 
Pendant la phase G2, la cellule contrôle qu’elle a correctement répliqué son ADN et 
prépare l’entrée et le bon déroulement de la mitose. Le déclenchement de la mitose dépend de 
Les signaux mitogènes induisent l’assemblage de complexes Cycline D-Cdk4/6 associés à une protéine de 





 par les complexes Cycline D-Cdk4/6 permet de lever l’inhibition du 
complexe Cycline E-Cdk2. L’activation de Cycline E-cdk2 entraine la phosphorylation de pRb et la libération 
des facteurs E2F. Les facteurs E2F induisent l’expression de Cycline E, ce qui entraine une boucle 
d’amplification de l’entrée en phase S. Parallèlement, le complexe Cycline E-Cdk2 phosphoryle p27
Kip1
, ce 
qui contribue à sa dégradation. 
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l’activité du complexe Cycline B-Cdk1 (Nurse 1990). Pendant la phase G2 les Cycline B 
s’accumulent et s’associent à Cdk1. Les complexes Cycline B-Cdk1 sont néanmoins maintenus 
inactifs grâce aux phosphorylations inhibitrices des résidus Thréonine14 et Tyrosine 15 sur Cdk1. 
Ces phosphorylations sont le fait des kinases Wee1 et Myt1 (Russell and Nurse 1987; Parker and 
Piwnica-Worms 1992; Mueller, Coleman et al. 1995). L’activation rapide des complexes CyclineB-
Cdk1 en fin de phase G2 se fait par déphosphorylation de ces sites par un  isoforme de la 
phosphatase Cdc25 : Cdc25C.  
Cdc25C est une protéine phosphatase présente mais inhibée au cours du cycle. En phase 
G2, Cdc25C est phosphorylée sur le résidu Serine 216 (résidu Serine 287 chez le  Xénope). Cette 
phosphorylation entraîne la  liaison à la protéine σ14-3-3 qui inhibe Cdc25C en induisant son 
export du noyau où elle pourrait être active (Peng, Graves et al. 1997; Dalal, Schweitzer et al. 
1999). La liaison σ14-3-3 /Cdc25C est destabilisée par la phosphorylation de Cdc25C par Cdk2. 
Chez le Xénope, La protéine phosphatase de type 1 (PP1, dont il existe trois isophormes chez 
l’homme) déphosphoryle alors la sérine 287 et empèche la liaison avec σ14-3-3 (Margolis, Walsh 
et al. 2003). La phosphatase PP2A a aussi été impliquée dans la déphosphorylation de Cdc25 
(Margolis, Perry et al. 2006). Cdc25C est activée par phosphorylation par la Polo kinase Plk1, le 
complexe Cycline B-Cdk1 lui-même et la protéine ERK2, une MAPK (Mitogen Activated Protein 
kinase).  
Par ailleurss, la protéine phosphatase Cdc25B a aussi été impliquée dans la régulation de 
l’entrée en mitose. Cdc25B est phosphorylée au centrosome par la protéine kinase Aurora A en 
phase G2 (Dutertre, Cazales et al. 2004). En présence de dommages à l’ADN, l’activité de Aurora 
A est inhibée et Cdc25B n’est pas activée (Cazales, Schmitt et al. 2005). 
 L’activation du complexe Cycline B-Cdk1 par Cdc25B et Cdc25C conduit à une boucle 
retro-activatrice. Le complexe Cycline B-CDK1 actif va permettre d’inhiber Wee1, mais aussi 
d’activer Cdc25C, par phopsphorylation (Hoffmann, Clarke et al. 1993). L’activation de Cycline B-
Cdk1 entraine la phosphorylation d’un grand nombre de substrats qui jouent un rôle dans les 
modifications morphologiques et moléculaires nécessaires au déroulement de la mitose. Ainsi, 
cette activation permet la phosphorylation de protéines intervenant dans la condensation de la 
chromatine (Condensines, Histone H1), la dynamique des microtubules et la formation du fuseau 
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mitotique (MAP, pour Microtubule Associated Proteins) ou le désassemblage de la membrane 
nucléaire (Lamines A, B et C) (Nigg 1992; McNally 1996; Murray 1998). 
 
2.2.2.6.2 La sortie de mitose 
 
Le déroulement de la mitose et la sortie de mitose sont orchestrées essentiellement par 
le biais de dégradations de protéines clées par le protéasome, notamment de la Cycline B. 
L’enzyme ubiquitine ligase APC/C marque les protéines cibles destinées à êtres dégradées. 
L’ubiquitination de ces substrats est régulée par la liaison de l’APC/C à une sous-unité 
régulatrice, Cdc20 en début de mitose et Cdh1 en fin de mitose (Acquaviva and Pines 2006; 
Buschhorn and Peters 2006). Une description simplifiée du rôle et de la régulation de l’APC/C 
pendant la mitose est présentée dans le schéma 17. 
L’APC/C-Cdc20 régule notamment le passage de la métaphase à l’anaphase en contrôlant 
l’initiation de la séparation des chromatides soeurs des chromosomes. Ce complexe est aussi 
responsable de l’ubiquitination du complexe Cycline B-Cdk1  et permet de coordonner la sortie 
de mitose avec la ségrgéation des chromosomes. Lors de la transition G2/M, le complexe Cycline 
B-Cdk1 phosphoryle l’APC/C-Cdc20 et Cdh1. La phosphorylation de Cdc20 est activatrice, tandis 
que la phosphorylation de Cdh1 est inhibitrice. Jusqu’au déclenchement de la mitose, l’APC/C-
Cdc20 serait inhibé par la protéine Emi1, même si ceci à été récemment contesté (Reimann, 
Freed et al. 2001; Reimann, Gardner et al. 2001; Di Fiore and Pines 2007). La liaison de Cdc20 à 
Emi1, jusqu’en prophase où Emi1 est dégradée, permet d’inhiber l’APC/C jusqu’à ce que le point 
de contrôle mitotique se mette en place (Margottin-Goguet, Hsu et al. 2003). Les protéines du 
point de contrôle mitotique sont activées et se lient à Cdc20 jusqu’à la métaphase (Yu 2007). La 
levée de l’inhibition de l’APC/C-Cdc20 en métaphase s’accompagne de l’ubiquitination et ensuite 
de la dégradation de la Sécurine et de la Cycline B, conduisant ainsi à l’inactivation de la kinase 
Cdk1 (Glotzer, Murray et al. 1991; Hagting, Den Elzen et al. 2002). La Sécurine inhibe la protéine 
Séparase en se liant à celle-ci. La Séparase est responsable du clivage du complexe Cohésine qui 
lie les deux chromatides sœurs d’un chromosome. La dégradation de la Sécurine conduit à la 
séparation des deux chromatides sœurs de chaque chromosome (Uhlmann 2003).  
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L’inhibition de Cdk1 induit une inhibition progressive de l’activité de l’APC/C-Cdc20, qui 
n’est plus phosphorylé. L’inhibition de Cdh1 par phosphorylation via Cdk1 est aussi levée. Après 
la transition métaphase–anaphase, l’activité de l’APC/C-Cdc20 diminue au profit du complexe 
APC/C-Cdh1 qui devient actif en fin de mitose et en début de phase G1. L’APC/C-Cdh1 est 
responsable de la dégradation de protéines indispensables à la mitose et permet ainsi la sortie 
de mitose (Pines 2006). La protéine phosphatase Cdc25C, qui a été activée en fin de phase G2 et 
est responsable de l’activation du complexe Cycline B-Cdk1, est déphosphorylée et donc 
désactivée en fin de mitose, ce qui contribue aussi à la sortie de mitose. Il semble que cette 
inactivation se produise par liaison à σ14-3-3 et qu’elle soit nécessaire au bon déroulement de la 
sortie de mitose. La déphosphorylation de Cdc25C est le fait des phosphatases PP2A et Cdc14 




































L’APC/C est régulé tout au long de la mitose pour permettre une dégradation séquentielle des 
substrats. En prophase l’APC/C est inhibé par la protéine Emi1. Le complexe Cycline B-Cdk1 
phosphoryle Cdh1 et l’inhibe. Le complexe Cycline B-Cdk1 phosphoryle l’APC/C et l’active, mais 
jusqu’en métaphase l’APC/C est inhibé par les protéines du point de contrôle mitotique. La levée de 
l’inhibition de l’APC/C marque le passage de la métaphase à l’anaphase. La dégradation de la Cycline B 




2.2.2.7 Les points de contrôle 
 
2.2.2.7.1 La notion de point de contrôle du cycle cellulaire 
 
La mise en évidence de mécanismes de régulation du cycle cellulaire en cas d’anomalie a 
permis de définir la notion de point de contrôle (Hartwell and Weinert 1989). Ces mécanismes 
permettent le ralentissement ou l’arrêt du cycle cellulaire ainsi que la mise en place de 
processus de réparation ou, à défaut, d’apoptose. Le point de contrôle est organisé autour d’un 
détecteur, molécule sensible aux anomalies, un messager, généralement une protéine kinase ou 
une molécule ayant fonction d’adaptateur, et un effecteur, responsable de la modification du 
cycle cellulaire et des processus mis en œuvre pour la réparation ou l’apoptose. 
2.2.2.7.2 Le point de contrôle de l’antéphase. 
Un ensemble de publications récentes font état d’un nouveau point de contrôle, encore 
assez mal défini. L’idée de ce point de contrôle a pour origine une publication montrant que les 
cellules, lorsqu’elles sont traîtées avec du nocodazole observent un délai d’entrée en métaphase 
(Scolnick and Halazonetis 2000). Les auteurs ont aussi montré que ce délai était dû à la protéine 
Chfr, une protéine dont l’expression est modifiée dans un grand nombre de lignées tumorales. 
Plus tard, Il a été montré que Chfr est une ubiquitine ligase qui régule la dégradation de la 
protéine Plk1, retardant ainsi l’activation de Cdk1 par Cdc25 et bloquant l’entrée en mitose 
(Kang, Chen et al. 2002). D’autres auteurs ont rapproché ce mécanisme de la réponse des 
cellules à différents types de stress en phase G2 (Mikhailov and Rieder 2002). Certains proposent 
que la proténe Chfr et la protéine kinase p38MAPK collaborent en phase G2 dans un mécanisme 
de contrôle qui répond aux stress de façon générale (Matsusaka and Pines 2004; Mikhailov, 
Shinohara et al. 2005). 




Les cellules régulent la ségrégation de leurs chromosomes lors de la mitose via le point 
de contrôle mitotique (Musacchio and Salmon 2007). Ce point de contrôle, permet de différer le 
passage d’une phase du cycle à la suivante jusqu’à ce que les conditions requises soient 
présentes. Il régule le passage de la métaphase à l’anaphase et détecte les anomalies liées à un 
fuseau de microtubules anormal. Le point de contrôle mitotique agit sur le cycle cellulaire en 
inhibant Cdc20 et l’ubiquitination de la Cycline B et de la Sécurine par l’APC/C. 
 Les premières protéines du point de contrôle mitotique ont été découvertes lors d’un 
crible qui a permis d’identifier des gènes impliqués dans l’arrêt en métaphase en présence 
d’inhibiteurs des microtubules chez la levure (Hoyt, Totis et al. 1991; Li and Murray 1991). Ces 
travaux ont mis en évidence deux familles de gènes, MAD (pour Mitotic Arrest Deficient) et BUB 
(pour Budding Uninhibited by Benzimidazole), qui sont conservées chez tous les eucaryotes. Chez 
l’homme, les protéines de ces deux familles impliquées dans le point de contrôle mitotique sont 
Bub1, BubR1, Bub3, Mad1 et Mad2. 
Un complexe a été décrit qui regroupe les protéines Mad2, BubR1 et BuB3 ainsi que 
Cdc20 et qui semble être l’effecteur du point de contrôle mitotique (Sudakin, Chan et al. 2001). 
Ce complexe se lie à l’APC/C et inhibe sont activité ubiquitine ligase (Fang, Yu et al. 1998). Les 
protéines Mad1 et Bub1 collaborent avec d’autres protéines pour l’amplification du signal du 
point de contrôle (De Antoni, Pearson et al. 2005; Morrow, Tighe et al. 2005). En prométaphase 
les protéines du point de contrôle mitotique se localisent au niveau des kinétochores (Howell, 
Hoffman et al. 2000; De Antoni, Pearson et al. 2005). Cette localisation nécessite l’intégrité des 
kinétochores. Ainsi le complexe Rod-Zw10-Zwilch, MPS1 et les protéines qui participent à 
l’architecture des kinétochores (discuttés plus haut) sont indispensables au bon fonctionnement 
du point de contrôle (Buffin, Lefebvre et al. 2005).  
 Mad2 et BubR1 sont activées au niveau des kinétochores jusqu’à ce que les 
chromosomes soient alignés sur la plaque métaphasique et que tous les kinétochores soient 
attachés à des microtubules suffisamment dynamiques (Chen, Waters et al. 1996). Mad2 et 
BubR1 activés se lient au complexe ubiquitine ligase APC/C-cdc20 et l’inhibe. Le point de 
contrôle semble répondre à deux défauts : le manque d’attachement des microtubules aux 
kinétochores, et le manque de tension aux kinétochores lorsque les microtubules ne sont pas 
assez dynamiques (Rieder, Schultz et al. 1994; Nicklas, Ward et al. 1995; Rieder, Cole et al. 1995). 
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Les protéines Mad2 et BubR1 répondraient différemment à ces deux conditions, Mad2 
permettant l’inhibition de Cdc20 pour les problèmes d’attachement et BubR1 pour les 
problèmes de tension (Waters, Chen et al. 1998; Skoufias, Andreassen et al. 2001). Mad2 est 
recruté sur les kinétochores non attachés via Mad1 et la liaison à Mad1 modifie sa conformation 
de Mad2-O (Mad2-Open, la forme inactive) en Mad2-C (Mad2-Closed, la forme activée) (Chen, 
Shevchenko et al. 1998; De Antoni, Pearson et al. 2005). Mad2-C se lie préferentiellement à 
Cdc20 et l’inhibe (Yu 2006). Le recrutement de Mad1 et Mad2 dépend du complexe Rod-Zw10-
Zwilch qui est éliminé des kinétochores après attachement des microtubules (Karess 2005). 
BubR1 est activée par CENP-E en l’absence d’attachement des microtubules, et désactivé par la 
même protéine lorsque les microtubules se lient aux kinétochores (Mao, Abrieu et al. 2003; 
Mao, Desai et al. 2005). La Dynéine joue un rôle important dans l’inhibition du point de contrôle 
mitotique en transportant les molécules du point de contrôle des kinétochores vers les pôles du 
fuseau mitotique (Musacchio and Salmon 2007).  
Parrallèlement, la protéine Aurora B, et donc le complexe des protéines passagères 
auquel elle appartient, se localise aussi aux kinétochores jusqu’à la transition 
métaphase/anaphase. Aurora B a été impliquée dans la régulation indirecte du point de contrôle 
mitotique en réponse aux anomalies d’attachement des microtubules aux kinétochores. Aurora 
B est plus concentrée sur les kinétochores des chromosomes mérotéliques où elle active la 
Kinésine MCAK (Lan, Zhang et al. 2004; Knowlton, Lan et al. 2006). MCAK est une Kinésine qui a 
la propriété de dépolymériser les microtubules. Les kinétochores mérotéliques qui étaient 
attachés de façon anormale se retrouve libérés des microtubules, ce qui active le point de 
contrôle mitotique sur ces sites via recrutement de Mad2 et BubR1 (Ditchfield, Johnson et al. 
2003; Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004). 
2.2.2.7.4 Points de contrôle détéctant l’endommagement de l’ADN 
 
Les cellules sont aussi sensibles aux erreurs de réplication de l’ADN ainsi qu’aux 
dommages à l’ADN impliquant des coupures simple ou double brin. Les points de contrôles 
relatifs au métabolisme de l’ADN font intervenir une famille de protéines kinases, les kinases 
dépendantes des phosphatidyl-inositols (ou PI3K-related kinases) qui interviennent à la 
transition G1/S et à la transition G2/M. Cette famille comprend les protéines ATM (Ataxia-
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Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia-Telangiectasia like and Rad3 homolog) et DNA-PK (DNA-
dependant Protein Kinase) (Durocher and Jackson 2001). Il semble exister deux voies parallèles 
dans les cellules de mammifères : la voie ATR activée principalement par des anomalies des 
fourches  de réplication et des cassures simple brin de l’ADN, et la voie ATM activée  
principalement par des cassures double brin de l’ADN. Ces deux voies agissent sur le cycle 
cellulaire en stabilisant la protéine suppresseur de tumeur p53, dont les propriétés de facteur de 
transcription induisent une surexpression de l’inhibiteur des Cycline-Cdk p21Cip1 responsable de 
l’arrêt du cycle cellulaire. 
Les kinases ATM et ATR, régulent des protéines clés effectrices de la surveillance 
cellulaire telles que p53, Mdm2, le complexe Cohésine, et les kinases Chk1 et Chk2 (Iliakis, Wang 
et al. 2003). Chk2 est principalement activée par ATM, alors que Chk1 est principalement activée 
par ATR. Chk1 et Chk2 ont des substrats communs  (p53, Cdc25 et BRCA1), et pourraient donc 
posséder des fonctions partiellement redondantes destinées à assurer la solidité du point de 
surveillance du cycle cellulaire (Durocher and Jackson 2001). Chk2 semble jouer un rôle majeur 
en permettant la persistance de l’arrêt en G2, alors que Chk1 semble plus spécifiquement 
impliquée dans l’induction de l’arrêt en G2.  
Deux mécanismes agissent sur le point de contrôle G1/S. L’un est rapide, et implique une 
cascade de kinases dont l’activation conduit à la dégradation, et donc à l’inactivation, de la 
phosphatase Cdc25A. Cela empêche l’activation des complexes Cycline D-Cdk4/6 et Cycline E/A-
Cdk2. L’autre mécanisme est plus lent, car il implique l’activation de la protéine p53 et nécessite 
que soient exprimés les gènes activés par p53 (Levine 1997). Dans des conditions normales, p53 
a une demi-vie très courte. Sa phosphorylation sur la Sérine 15 par les kinases ATM et ATR, et 
sur la Sérine 20 par les kinases Chk2, Chk1 et Plk3, réduit la liaison de Mdm2, ce qui diminue son 
ubiquitinylation (sous le contrôle de Mdm2) et empêche ainsi sa dégradation dans le 
protéasome (Xie, Wu et al. 2001). La stabilisation de p53 induit l’expression de p21Cip1 qui 
s’accompagne de l’arrêt du cycle cellulaire. La protéine p14ARF est le produit d’un gène 
suppresseur de tumeurs (ARF) qui inactive Mdm2 en induisant sa translocation vers le nucléole, 




Le point de contrôle en G2/M fait aussi intervenir une réponse rapide et une réponse 
lente. Les kinases Chk1 et Chk2 jouent un rôle prédominant dans la réponse rapide, en 
phosphorylant Cdc25C sur la sérine 216 (Peng, Graves et al. 1997). Cette phosphorylation crée 
un site d’attachement pour la protéine σ14-3-3, ce qui entraîne la séquestration de Cdc25C dans 
le cytoplasme, à distance de son substrat nucléaire, Cdk1 (Chan, Hermeking et al. 1999). 
Récemment, une nouvelle kinase de la famille des Polo kinases, Plk3, a été identifiée comme 
ayant les mêmes effets que Chk1 et Chk2 (Bahassi el, Conn et al. 2002). Les lésions de l’ADN 
peuvent également inactiver Cdc25C en inhibant l’action de la Polo kinase Plk1, nécessaire à son 
activation (Tsvetkov and Stern 2005). L’inactivation de Cdk1 par les lésions de l’ADN peut aussi 
s’exercer via une hyperphosphorylation de son résidu Tyr15, par activation de Wee1 (Stanford 
and Ruderman 2005). La protéine p53 joue un rôle dans la persistance de l’arrêt en bloquant 
l’activité du complexe kinase Cycline B-Cdk1. L’induction de p21Cip1 par p53 inhibe directement la 
kinase Cdk1, mais bloque également CAK, qui normalement active Cdk1. l’induction de Gadd45 
bloque elle aussi l’activité de la kinase Cdk1 (Taylor and Stark 2001). 
 
2.2.3 La mort cellulaire programmée 
 
La mort cellulaire programmée, dont l’apoptose est une des voies la plus connue et la 
mieux étudiée, est essentielle à la  régulation homéostatique des tissus dans les organismes 
(Blank and Shiloh 2007). On distingue plusieurs types de mort cellulaire programmée selon si les 
mécanismes mis en jeu soit dans l’induction soit dans la réponse des cellules sont apoptotiques 
et impliquent l’activation de protéines appelées Caspases. Un cas particulier de mort cellulaire 
programmée non apoptotique est directement liée au cycle cellulaire et aux points de contrôle, 
il s’agit de la « mort cellulaire mitotique » ou MCD (pour Mitotic Cell Death), ou « catastrophe 
mitotique ». Le MCD a été observé et décrit dans la littérature comme étant le résultat de 
mitose anormale (Sato, Mizumoto et al. 2000). Bien que l’on connaisse mal les particularités 
biochimiques de ce programme de mort cellulaire, le MCD se décrit morphologiquement par la 
présence de micronoyaux, c'est-à-dire de plusieurs noyaux de tailles différentes. Le MCD a été 
observé notamment après l’utilisation de traitements causant des dommages à l’ADN, et 
représente une des formes majeures de mort cellulaire dans les tumeurs par traitements de 
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chimiothérapie (Roninson, Broude et al. 2001). Ce phénomène est particulièrement important 
dans le cas de cellules dont les mécanismes de contrôle des phases G1 et G2, ainsi que le point 
de contrôle mitotique, sont altérés (Chan, Hwang et al. 2000). 
Plusieurs mécanismes d’induction du MCD ont été proposés. Le premier modèle suggère 
que la formation de cellules multinuclées aurait pour cause l’établissement de fuseaux 
mitotiques multipolaires. Ces fuseaux multipolaires pourraient avoir pour cause soit un nombre 
anormal de centrosomes dû à une anomalie de leur duplication ou de divisions précédentes, soit 
des anomalies de la mise en place du fuseau mitotique dues à des mutations des protéines 
régulatrices.  
Le deuxième modèle suggère une entrée en mitose précoce due à des défauts dans le 
contrôle de la phase G2 et notamment le point de contrôle lié aux dommages à l’ADN dans cette 
phase. Les cellules entrent alors en mitose tandis que leur ADN n’est pas correctement 
condensé, et ces anomalies cumulées à un point de contrôle mitotique altéré ou des fuseaux 
mitotiques multipolaires  conduisent à la formation de micronoyaux. 
 
2.2.4 La senescence 
 
Il existe deux types de sénescence, la sénescence réplicative et la sénescence cellulaire 
précoce autrement appelée STATIS. Les cellules sénescentes sont des cellules arrêtées et qui ne 
se divisent pas même après stimulation via des facteurs mitogéniques et dont les activités 
métaboliques et transcriptionnelles sont réduites mais toujours existantes. La sénescence 
s’accompagne de modifications morphologiques, les cellules présentant une forme plus large et 
aplatie que les cellules normales. Les phénotypes des deux types de sénescence sont 
biochimiquement similaires et s’accompagnent de modifications métaboliques, notamment une 
induction de l’activité β-galactosidase qui reflèterait un accroissement de la masse lysosomale 
dans les cellules sénescentes. 
La sénescence réplicative est un arrêt permanent du cycle cellulaire causé par 
l’accumulation des divisions cellulaires que l’on observe dans les cellules normales à la capacité 
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de prolifération limitée (Hayflick 2003). La sénescence pécoce se produit de façon prématurée 
dans des cellules qui ont été soumises à un stress important (Roninson, Broude et al. 2001; 
Roninson 2003). 
La sénescence réplicative est induite par le raccourcissement irréversible des télomères 
qui se produit à chaque division cellulaire. Au cours de la division cellulaire, des motifs répétés 
sont perdus en raison de l’incapacité du système de réplication de répliquer les extrémités 
linéaires des chromosomes. Cette perte d’ADN est compensée par l’activité d’une transcriptase 
inverse, la Télomérase, présente dans les cellules germinales et les cellules souches mais absente 
dans les cellules somatiques (Harley, Futcher et al. 1990; Bodnar, Ouellette et al. 1998). En 
l’absence d’activité Télomérase suffisante la longueur des télomères diminue avec les divisions 
cellulaires. Le raccourcissement des télomères au dessous d’une taille minimale crée une 
perturbation de la structure du télomère à l’origine de la sénescence. Cette perturbation serait 
reconnue par la cellule comme un dommage de l’ADN (Wright and Shay 2001; Karlseder, 
Smogorzewska et al. 2002). 
La sénescence précoce est induite dans certaine lignées cellulaires et dans les cellules 
normales après plusieurs types de signaux de stress, comme les dommages causés à L’ADN, le 
stress oxydatif et l’expression de l’oncogène Ras activé (Serrano, Lin et al. 1997; Zhu, Woods et 
al. 1998; Mallette, Gaumont-Leclerc et al. 2007). 
Ces deux types de sénescence mettent en œuvre des processus moléculaires de contrôle 
du cycle cellulaire similaires. Le programme effecteur de la sénescence comprend les voies 
p53/p21Cip1 et p16INK4/pRb. En effet, dans les deux types de sénescence on observe une 
induction de la transcription du gène INK4 codant pour la protéine p16INK4, ainsi qu’une 
activation de la protéine p53 conduisant à la surexpression de p21Cip1 (Serrano, Lin et al. 1997). 
La surexpression p16INK4 et p21Cip1 conduit à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1. 
L’expression de Ras activé induit l’activation par phosphorylation des facteurs de transcription 
(Groth, Weber et al. 2000)Ets1 et Ets2 qui augmentent la transcription du gène INK4 (Huot, 
Rowe et al. 2002). Parallèlement Ras activé induit l’expression de p19ARF qui permet la 
stabilisation de p53. Dans le cas de la sénescence réplicative, Ets1 augmente selon un processus 
qui n’implique pas l’activation de la voie Ras/Raf/MEK, tandis que p53 serait activée par une 
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signalisation similaire à celle mise en œuvre lors de dommages à l’ADN et qui implique la 
protéine kinase ATM (Ohtani, Zebedee et al. 2001; Zheng, Wang et al. 2004). 
 




La ploïdie d’une cellule est le nombre de d’exemplaires de chromosomes qu’elle 
contient. Elle est une constante symbolisée par la lettre N et dépend de l’espèce. Une cellule est 
dite euploïde si elle contient un multiple entier de N chromosomes et aneuploïde dans le cas 
contraire. Chez les mammifères, les cellules somatiques sont diploïdes et contiennent donc 2N 
chromosomes, tandis que les gamètes sont haploïdes et contiennent N chromosomes. Dans le 
cas particulier de cellules contenant plus de 2 sets entiers de chromosomes on parle de 
polyploïdie. 
 Chez l’homme, l’aneuploïdie est toujours associée à une pathologie.  Il peut s’agir du cas 
d’un chromosome surnuméraire (syndrome de Down) ou manquant (syndrome de Turner) dû à 
un défaut pendant la gamétogénèse entrainant après la fécondation la reproduction de cette 
anomalie dans chaque cellule de l’organisme. L’aneuploïdie est un des signes associés aux 
tumeurs malignes. Le taux d’aneuploïdie évolue avec la gravité du diagnostic, les tumeurs les 
plus agressives présentant un grand nombre d’anomalies du caryotype. 
L’instabilité génomique est la propriété pour une cellule, un tissu ou une tumeur, 
d’accumuler des modifications du génome rapidement. Ces modifications regroupent les 
mutations génétiques, les recombinaisons chromosomiques, défaut de ploïdie ou toute autre 
modification du génome. Plus que la présence de mutations elles-mêmes, c’est la capacité à les 
multiplier au cours du temps qui est désignée par ce terme, l’instabilité génomique définissant 
un phénotype et non un mécanisme. Les différentes formes d’instabilité génomiques sont 
regroupées en sous catégories, dont les plus communes sont les phénotypes CIN (Chromosomal 
INstability) et MIN (Microsatellite INstability). 
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 L’instabilité chromosomique ou CIN est la propriété pour une cellule  ou un groupe de 
cellules d’accumuler relativement rapidement des défauts de ploïdie qui se caractérisent par la 
perte ou le gain de chromosomes entiers ou tronqués. L’instabilité chromosomique est donc le 
taux de variation du caryotype dans le temps par rapport à une cellule ou un tissu normal. 
L’instabilité des microsatellites est la propriété pour une cellule ou un groupe de cellules 
d’accumuler relativement rapidement des mutations génétiques, principalement dans les 
séquences courtes répétées. 
Les tumeurs présentent en grande majorité des phénotypes d’instabilité génomiques 
(Lengauer, Kinzler et al. 1998). L’instabilité de type MIN représente environ 15% des cancers 
colorectaux. L’instabilité de type CIN est la forme la plus commune d’instabilité génomique, on la 




Les mécanismes moléculaires à l’origine de l’instabilité génomique sont encore mal 
connus. Néanmoins l’instabilité des microsatellites (MIN) a  été corrélée avec des mutations 
dans les gènes de protéines impliquées dans les réparations des erreurs de réplication de l’ADN 
(mismatch repair). 
Plusieurs mécanismes expliquant l’origine de l’instabilité chromosomique ont été 
proposés (Lengauer, Kinzler et al. 1998; Duesberg, Rasnick et al. 1999). Les mécanismes 
responsables de la ségrégation des chromosomes pourraient être impliqués dans l’instabilité 
chromosomique en facilitant la formation de cellules aneuploïdes. Un certain nombre de 
mutations concernant soit directement les protéines du point de contrôle mitotique soit des 
protéines impliquées dans des voies de signalisation associées ont été retrouvées dans plusieurs 
type de cancers (Jallepalli, Waizenegger et al. 2001; Saeki, Tamura et al. 2002; Wang, Cummins 
et al. 2004). De plus, le cas de souris transgéniques hétérozigotes (+/-) pour une déletion de 
certaines protéines liées au point de contrôle mitotique a mis en évidence un rôle éventuel bien 
que conditionel dans l’instabilité chromosomique (Weaver, Bonday et al. 2003; Weaver, Silk et 
al. 2007). De la même façon, la surexpression de Mad2, une des protéines du point de contrôle 
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mitotique, induit à la fois aneuploïdie et cancérogénèse chez la souris (Sotillo, Hernando et al. 
2007). Cependant on peut noter que si les mutations des gènes impliqués dans le point de 
contrôle mitotique sont retrouvées dans les cas d’instabilité chromosomique, cela représente 
une faible proportion des tumeurs observées. De plus, les cancers colorectaux aneuploïdes 
semblent posséder un point de contrôle mitotique compétent (Cahill, Lengauer et al. 1998; 
Tighe, Johnson et al. 2001).  
 
2.3.3 Rôle dans la cancerogénèse 
 
Malgré l’association fréquente retrouvée entre l’instabilité chromosomique, 
l’aneuploïdie et le processus de cancérogénèse, une relation de causalité n’a pourtant pas été 
mise en évidence. En effet, certains cancers colorectaux ne présentent aucune des instabilités 
connues, et il n’a pas encore été démontré que l’instabilité génomique est réellement nécessaire 
à l’initiation ou au développement des tumeurs. De même, le rôle de l’aneuploïdie dans la 
cancérogenèse n’est pas éclairci. 
Dans les cancers du colon présentant un phénotype d’instabilité chromosomique, le taux 
de perte ou de gain de chromosome par division est jusqu’à 100 fois plus important que dans les 
tumeurs du même type dont le caryotype est stable (Lengauer, Kinzler et al. 1997). On retrouve 
une hétérogénéité dans le nombre de chromosomes par cellules au sein d’une même tumeur, ce 
qui indique que l’instabilité chromosomique se produit au cours du développement de la tumeur 
(Furuya, Uchiyama et al. 2000). Pourtant, les études de l’influence de ces modifications sur le 
métabolisme cellulaire sont en contradiction avec l’hypothèse que l’aneuploïdie génère 
l’instabilité chromosomique. Une analyse du métabolisme des cellules aneuploïdes chez la 
levure à montré que l’aneuploïdie est un inconvénient de sélection et rend les cellules 
globalement plus sensibles à leur environnement (Torres, Sokolsky et al. 2007). 
La question de savoir si l’aneuploïdie est une cause ou une conséquence de la 
cancérogénèse reste posée. Ainsi les patients souffrant du syndrome de Down présentent un 
risque de leucémie accrue mais un risque de tumeur solide inférieur à la moyenne. Néanmoins le 
faible taux de tumeurs solides chez ces patients semble être dû à la présence d’un allèle 
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supplémentaire (située sur le chromosome 21 surnuméraire dans ce syndrome) du gène codant 
pour Ets2, un facteur de transcription impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. 
L’aneuploïdie en mosaïque n’est pas une maladie chromosomique mais une prédisposition à la 
non disjonction des chromosomes pendant la division cellulaire qui induit un taux élevé de 
cellules aneuploïdes, où de multiples chromosomes et tissus peuvent être touchés chez le même 
individu. L’aneuploïdie en mosaïque est un syndrome qui aurait pour origine des mutations dans 
les gènes de surveillance de la stabilité du génome, notamment le gène de la protéine BubR1, 
impliquée dans la régulation de la ségrégation des chromosomes pendant la division cellulaire. 








3 Objectifs des travaux de thèse 
 
 
Le cycle cellulaire est le processus universel par lequel les cellules eucaryotes prolifèrent. 
De nombreux mécanismes régulent chacune des étapes de ce cycle et assurent la division d’une 
cellule mère en deux cellules filles identiques. Ces mécanismes et points de contrôle sont 
fréquemment mutés dans les tumeurs et la perte du contrôle de la prolifération constitue la 
problématique centrale de l’oncogenèse. Le cytosquelette de microtubules et le centrosome, qui 
permet son organisation, sont déterminants pour la division cellulaire, du fait de leur rôle 
critique dans la ségrégation des chromosomes en mitose.  
Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur l’étude du rôle du cytosquelette de 
microtubules et du centrosome dans la division cellulaire et dans la réponse cellulaire post-
mitotique. Ils représentent le travail effectué lors d’une collaboration avec le laboratoire de 
Steve Doxsey  ainsi que le travail effectué sous la direction de Robert Margolis. Dans ces travaux, 
je me suis intéressée au déroulement de la mitose et aux conséquences de la perturbation des 
éléments du cytosquelette sur le déroulement de la mitose et le cycle cellulaire. 
La collaboration avec Steve Doxsey avait pour objet l’étude du rôle de la protéine 
Péricentrine en cytokinèse. Ces travaux ne nous ont pas permis de mettre en évidence un 
quelconque rôle pour Péricentrine dans les évènements tardifs de la phase M. Lors de mes 
recherches, j’ai cependant participé à montrer comment la protéine Centrioline joue un rôle 
dans le clivage des deux cellules filles en fin de phase M. La publication de ce travail ainsi que ma 
contribution est décrite dans la première partie des résultats et discussion. 
Par ailleurss, j’ai étudié la prolifération des cellules aneuploïdes. J’ai montré que des 
cellules primaires de mammifères deviennent aneuploïdes dans certaines conditions d’utilisation 
des inhibiteurs de la polymérisation des microtubules. J’ai ensuite montré que ces cellules 
anormales cessent de proliférer et deviennent sénescentes. J’ai mis en évidence que cet arrêt 
est contourné dans les cellules transformées. Le compte rendu de ces travaux ainsi que la 
conclusion et la discussion de ce sujet sont présentés dans la deuxième partie du chapitre des 

























Première partie  
 
 
Rôle d’une protéine du centrosome dans les évènements 








4 Résultats et discussion I : Rôle d’une protéine du centrosome dans les 
évènements finaux de la phase M 
 
4.1 Introduction au sujet 
 
Le centrosome joue un rôle dans la mise en place et la régulation du fuseau mitotique 
pendant la phase M. Plusieurs publications ont souligné un rôle supplémentaire potentiel dans le 
déroulement de la phase M. D’une part, il a été rapporté que le centriole père se déplace 
jusqu’au corps intermédiaire en fin de cytokinèse, et que ce mouvement précède le clivage de la 
membrane (Piel, Nordberg et al. 2001). D’autre part, un certain nombre de protéines 
centrosomales, dont la protéine Centrioline, ont été impliquées dans les évènements finaux de 
la phase M (Gromley, Jurczyk et al. 2003).  Leurs rôles exacts dans ces évènements et leur mode 
d’action n’ont pourtant pas été éclaircis. 
La protéine Centrioline est une protéine centrosomale  de 270 kDa qui se localise sur le 
centriole père, au niveau des appendices sub-distaux. Lorsque le niveau de Centrioline est 
diminué par RNA interférants (siRNA), la proportion de cellules en fin de télophase augmente, 
ainsi que le nombre de cellules bi-nuclées. Ces défauts semblent indiquer un rôle pour 
Centrioline dans la cytokinèse (Gromley, Jurczyk et al. 2003). 
Relativement peu de choses sont connues sur les mécanismes permettant le clivage des 
deux cellules filles en fine de phase M. Bien que l’on sache que la cytokinèse nécessite un 
réarrangement de la membrane plasmique au site de clivage afin de préserver l’intégrité des 
deux cellules filles, on ignore quels sont les intervenants potentiels. La membrane plasmique au 
niveau de l’anneau contractile est enrichie en lipides particuliers, les phosphatidyl-Inositols 
(PtdIns(4,5)P2) et le cholestérol (Desautels, Den Haese et al. 2001; Field, Madson et al. 2005). Cet 
enrichissement laisse penser qu’il existe un remodelage de la membrane pendant la mitose, et 
peut-être un traffic de vésicules dirigé vers le corps intermédiaire.  
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Chez la levure bourgeonante, un complexe protéique appelé exocyst se localise sur la 
membrane au niveau du site de clivage (TerBush and Novick 1995). L’exocyst est formé de 
plusieurs protéines (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 and Exo84), et a été impliqué 
dans la cytokinèse chez la levure et dans des processus de fusion de membrane chez d’autres 
organismes, dont l’homme (Hsu, Hazuka et al. 1999). Le rôle de l’exocyste serait de permettre la 
fusion de vésicules à des endroits spécifiques de la membrane plasmique. La fusion 
membranaire nécessite aussi l’action des protéines SNAREs qui ont pour rôle de favoriser le 
rapprochement entre les vésicules et la membrane plasmique. On distingue les v-SNAREs qui se 
lient à la membrane des vésicules, et les t-SNAREs qui sont liés aux membranes des 
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J’ai contribué en partie à ce travail par mon étude de la localisation de différentes 
protéines au niveau du corps intermédiaire. J’ai pu observer une redistribution de la Tubuline-γ 
vers le corps intermédiaire et vers les extrémités (-) des microtubules du fuseau central au cours 
de la cytokinèse. J’ai aussi contribué à caractériser la localisation de Centrioline par rapport au 






































Deuxième partie  
 
 
Etude des conséquences de la perturbation de la mitose sur 










5 Résultats et discussion II : étude des conséquences de la 
perturbation de la mitose sur la prolifération cellulaire 
 
5.1 Présentation du sujet 
 
L’instabilité chromosomique et l’aneuploïdie sont caractéristiques de la plupart des 
cancers, dont 85 % des cancers colorectaux (Lengauer, Kinzler et al. 1997; Lengauer, Kinzler et al. 
1998). L’aneuploïdie observée dans un grand nombre de cancers est corrélée avec des tumeurs 
agressives et un mauvais pronostic de survie. Malgré l’association fréquente entre l’instabilité 
chromosomique, l’aneuploïdie et le processus de cancérogénèse, une relation de causalité n’a 
pas été mise en évidence (Geigl, Obenauf et al. 2008). Ainsi, on ignore si l’aneuploïdie d’une 
cellule, résultant d’un accident lors de la mitose, est un élément suffisant susceptible de 
transformer une cellule. 
Le déroulement de la mitose chez les eucaryotes supérieurs est soumis à un point de 
contrôle dit point de contrôle du fuseau mitotique (Musacchio and Salmon 2007). Ce point de 
contrôle est actif tant que les chromosomes ne sont pas tous alignés sur la plaque métaphasique 
et rattachés via les kinétochores à des microtubules kinétochoriens, ou fibres kinétochoriennes, 
dont la dynamique est suffisante pour assurer la séparation des chromosomes en deux 
chromatides. L’activité du point de contrôle permet de retarder l’anaphase jusqu'à ce que toutes 
les conditions au bon déroulement de la mitose soient réunies.  
Ce point de contrôle n’est pas absolu. Lorsque le fuseau mitotique est dépolymérisé par 
des inhibiteurs des microtubules, le point de contrôle est activé et les cellules s’arrêtent en 
métaphase. Après un certain passé en métaphase, les cellules peuvent échapper au point de 
contrôle et sortir de mitose sans pour autant avoir séparé leur ADN ni s’être clivée en deux 
cellules filles (Andreassen and Margolis 1994; Andreassen, Martineau et al. 1996). Les cellules 
tétraploïdes résultantes sont incapables de poursuivre un cycle cellulaire normal et restent 
arrêtées en pseudo-phase G1 (Andreassen, Lohez et al. 2001). Ce phénomène  a reçu le nom de 
«mitotic slippage», et l’arrêt résultant celui de «post-mitotic checkpoint». On sait peut de choses 
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sur les conditions du mitotic slippage, néanmoins, il a été montré que dans les cellules qui 
sortent de mitose de cette façon, la Cycline B est dégradée. Dans les cellules qui surexpriment 
une version non dégradable de la Cycline B, le mitotic slippage ne se produit pas, les cellules 
restant arrêtées en métaphase (Brito and Rieder 2006). Il semble que le phénomène du mitotic 
slippage se produise en dépit d’un point de contrôle mitotique activé. En effet, les protéines du 
point de contrôle mitotique sont retrouvées localisées sur les kinétochores des cellules 
tétraploïdes arrêtées en début de phase G1, ce qui est un signe de l’activation des protéines du 
point de contrôle (Rieder, Cole et al. 1995). Par ailleurs, il semble que les cellules qui sortent de 
mitose par mitotic slippage aient un métabolisme différent des cellules qui sortent de mitose 
après avoir satisfait le point de contrôle. On retrouve en effet dans les cellules arrêtées par le 
post-mitotic checkpoint des substrats du complexe APC/C-Cdh1 spécifiques de la sortie de 
mitose non dégradés. Cela pourrait signifier que dans ces cellules, APC/C-Cdh1 est inactif (Brito 
and Rieder 2006). 
Au cours des années qui ont précédé le début de ces travaux, un certain nombre de 
publications ont mis en évidence l’importance de la dynamique des microtubules dans le bon 
déroulement de la mitose. C’est en effet grâce à des inhibiteurs de la dynamique des 
microtubules que l’on a pu étudier le point de contrôle mitotique chez la levure puis chez 
l’homme (Hoyt, Totis et al. 1991). Les inhibiteurs des microtubules sont utilisés pour 
synchroniser les populations de cellules en culture parce qu’ils permettent d’activer le point de 
contrôle mitotique mais n’entravent pas le déroulement du cycle cellulaire en interphase. Parmi 
les inhibiteurs de la dynamique de microtubules on trouve des inhibiteurs de la polymérisation, 
comme par exemple le nocodazole et la vinblastine, et des inhibiteurs de la dépolymérisation 
comme le taxol (Jordan and Wilson 2004). Les premières publications concernant le point de 
contrôle mitotique ont mis en avant l’importance de l’attachement des microtubules aux 
kinétochores en utilisant le nocodazole à des concentrations qui entraînaient une 
dépolymérisation complète du fuseau mitotique (Rieder, Schultz et al. 1994). A de plus faibles 
concentrations, tous les inhibiteurs des microtubules affectent la dynamique des microtubules 
de façon similaire et perturbent la mise en place du fuseau mitotique sans pour autant le 
dépolymériser complètement (Jordan, Thrower et al. 1992). L’utilisation de ces concentrations 
moins importantes a permis de montrer plus récemment que la dynamique des microtubules est 
aussi importante pour la mise en place d’un fuseau mitotique normal et le positionnement des 
89 
 
chromosomes ainsi que pour le fonctionnement correct du point de contrôle mitotique 
(Wendell, Wilson et al. 1993; Skoufias, Andreassen et al. 2001).  En 2001, Cimini et Salmon ont 
montré qu’en utilisant le nocodazole selon un protocole particulier ils pouvaient induire une 
augmentation spécifique des chromosomes mérotéliques en mitose ainsi qu’une augmentation 
de cellules aneuploïdes résultant de ces défauts (Cimini, Howell et al. 2001). 
Pendant ma thèse je me suis intéressée aux conséquences des anomalies de la mitose sur 
la prolifération des cellules. Nous avons fait l’hypothèse que les cellules aneuploïdes résultant de 
mitoses anormales sont susceptibles de déclencher un mécanisme de contrôle qui permette 
d’empêcher leur prolifération. 
Afin d’étudier la prolifération de cellules avec le moins de mutations ou de modifications 
possibles nous avons travaillé préférentiellement avec les cellules REF52, des fibroblastes 
primaires de rat, et les cellules IMR90, une lignée de cellules primaires de fibroblastes humains. 
Ces cellules ne sont pas transformées et possèdent à priori tous leurs points de contrôle intacts.  
Pour obtenir des cellules aneuploïdes, nous avons décidé d’utiliser des inhibiteurs de la 
polymérisation des microtubules. Nous avons utilisé des concentrations permettant d’affecter 
l’établissement du fuseau mitotique et le déroulement de la mitose de façon à créer des défauts 




6.1 Validation du modèle 
 
Dans un premier temps nous avons tenu à vérifier que  notre modèle de travail était 
viable, c’est à dire que l’on peut générer des cellules aneuploïdes en utilisant des inhibiteurs des 
microtubules pour modifier le déroulement de la mitose. La première étape a consisté à trouver 
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les concentrations d’inhibiteurs susceptibles de produire l’effet désiré, puis nous avons étudié 
plus précisément le comportement des cellules traitées avec ces concentrations particulières.  
 
6.1.1 Etude de l’effet de différentes concentrations d’inhibiteurs de la 
polymérisation des microtubules sur le contenu des cellules en ADN. 
 
Afin d’évaluer l’effet potentiel des inhibiteurs de microtubules sur la ploïdie des cellules, 
nous avons utilisé la mesure de la quantité de l’ADN par cytométrie de flux. La cytométrie de flux 
permet à la fois d’analyser des marqueurs dans chaque cellule individuellement et d’obtenir des 
données concernant toute une population de cellules. La présence de cellules aneuploïdes peut 
être suggérée par un élargissement du pic correspondant à 2N chromosomes, du fait de la 
présence de cellules comprenant quelques chromosomes de plus ou de moins que la stricte 
ploïdie. A partir d’une certaine concentration de nocodazole dans le milieu, le fuseau de 
microtubules est complètement dépolymérisé et les cellules s’arrêtent en mitose par activation 
du point de contrôle mitotique. Les cellules sortant de mitose via « mitotic slippage » sont 
tétraploïdes. La tétraploïdie est facilement analysée par cytométrie de flux en mesurant la 
quantité d’ADN par cellule, les cellules tétraploïdes formant un pic correspondant à 4N 
chromosomes. 
Les cellules REF52 ont été cultivées en présence d’une gamme de concentrations de  
nocodazole pendant 24 heures, puis récoltées et fixées, enfin l’ADN a été marqué et les 
différents échantillons ont été analysés. Les résultats de cette première expérience sont 
présentés figure 1. 
On observe  avec la figure 1 que dans le cas des REF52, les cellules sont tétraploïdes à 
partir de 133 nM de nocodazole dans le milieu de culture. A des concentrations inférieures à 133 
nM, on note que les cellules ne s’accumulent pas selon un pic correspondant à 4N 
chromosomes, mais plutôt que les cellules se répartissent entre deux populations autour des 
valeurs 2N et 4N chromosomes. On retrouve à 83 nM de nocodazole un pic 2N élargi comme 
nous en avions fait l’hypothèse, cette population correspondant probablement à des cellules 
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aneuploïdes. La coexistence de deux populations de cellules différentes (tétraploïdes et 
aneuploïdes) pourrait s’expliquer par une certaine différence de sensibilité aux inhibiteurs entre 
les cellules d’une même population. 
 
 
Figure 1 : Le nocodazole modifie la répartition de l’ADN dans les REF52 
 
A des concentrations de nocodazole inférieures à 66 nM, la différence entre le contrôle 
et les cellules traitées n’apparaît pas nettement en cytométrie de flux. Cela n’exclut pas que le 
nocodazole induise des défauts de ploïdie de l’ordre d’un chromosome manquant ou 
surnuméraire. Néanmoins, pour la suite des travaux, nous avons préféré utiliser une 
concentration qui nous donne un phénotype plus facilement observable en cytométrie de flux. 
J’ai réalisé la même expérience avec deux autres inhibiteurs de la polymérisation des 
microtubules, le taxol et la vinblastine. Les résultats de ces expériences sont présentés figure 2. 
Comme pour le nocodazole, l’utilisation d’une gamme de concentrations de ces deux composés 
pendant 24 heures dans le milieu de culture des REF52 modifie la répartition de la quantité de 
l’ADN dans les cellules. Cela semble signifier, comme pour le nocodazole, que dans ces 
Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu ou en présence de différentes 
concentrations de nocodazole pendant 24 heures. Les cellules ont ensuite été récoltées et fixées, et 
leur ADN a été marqué par iodure de propidium. Les graphes représentent le nombre de cellules en 
fonction de leur contenu en ADN. 
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conditions particulières la ségrégation des chromosomes est asymétrique. Dans toutes les 
expériences, on note que la répartition entre une population aneuploïde et tétraploïde dépend 
de la concentration utilisée, et non de la nature de l’inhibiteur. 
Dans le cas du taxol, on obtient un pic élargi à une concentration de 40 nM, puis avec 
l’augmentation de la concentration d’inhibiteur, les cellules contenant 4N chromosomes tendent 
à s’accumuler, jusqu’à la concentration de 80 nM où les cellules sont très majoritairement 
tétraploïdes. 
Dans le cas de la vinblastine, le pic 2N est plus large dès 2 nM d’inhibiteur, et les cellules 
sont majoritairement tétraploïdes lorsque l’on utilise 20 nM. Entre ces deux concentrations, 
comme pour le nocodazole et le taxol, les cellules se départagent entre deux populations: 
aneuploïdes et tétraploïdes, et le rapport de ces deux populations évolue avec la concentration 
en inhibiteur. 
Par la suite, pour générer des cellules REF52 aneuploïdes à partir de nocodazole ou de 
vinblastine j’ai utilisé les concentrations me permettant d’obtenir un pic visiblement élargi et un 
minimum de cellules tétraploïdes. Pour les expériences suivantes impliquant des REF52, et à 
chaque fois que je mentionne l’effet de faibles concentrations d’inhibiteurs, j’ai utilisé le 








Figure 2 : La vinblastine et le taxol modifient la répartition de l’ADN dans les REF52 
 
 
6.1.2 En présence de faibles doses d’inhibiteur, les cellules  traversent la 
mitose de façon anormale. 
Pour vérifier que les conditions d’utilisation des inhibiteurs de la polymérisation des 
microtubules établies précédemment créent des cellules aneuploïdes nous avons observé les 
cellules en microscopie de fluorescence. Nous avons tout d’abord observé les types de défauts 
obtenus en mitose en présence des doses d’inhibiteur sélectionnées, puis nous avons cherché à 
évaluer la proportion de cellules présentant des défauts dans les conditions expérimentales.  
Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence 
d’une gamme de concentrations soit de vinblastine (figure 2A) soit de taxol (figure 2B) 
pendant 24 heures. Les cellules ont ensuite été récoltées et fixées, et leur ADN a été marqué 
pour être analysé en cytométrie de flux. Les graphes représentent le nombre de cellules en 




Comme nous nous intéressons à la ségrégation des chromosomes, nous avons dans un 
premier temps observé des cellules préalablement synchronisées, puis incubées dans du milieu 
contenant soit du nocodazole soit de la vinblastine aux concentrations induisant les pics élargis 
décrits précédemment (83 nM pour le nocodazole et 2,5 nM pour la vinblastine), et fixées à 
différents moments de la mitose déterminée par évaluation de l’index mitotique. Les marquages 
de l’ADN et de la Tubuline-α permettent d’observer à la fois le fuseau mitotique et les 
chromosomes. Des images représentatives de ces expériences sont présentées dans les figures 3 
à 6. 
Dans les cellules cultivées sans inhibiteurs, on n’observe pas de défauts apparents (voir 
figure 3). Par contre, on observe des anomalies diverses en mitose en présence d’inhibiteurs de 
la dynamique des microtubules, et ce quelque soit l’inhibiteur employé. On remarque deux 
défauts majeurs : la présence de fuseaux mitotiques multipolaires et la présence, autour de 
certains pôles des fuseaux, de chromosomes non alignés. Ces deux types de défauts sont 
susceptibles d’entrainer une ségrégation anormale des chromosomes. Les cellules présentant 
des fuseaux multipolaires peuvent avoir plusieurs pôles distincts (figure 5a) ou bien un fuseau 
mitotique auquel se rajoute d’autres pôles ressemblant à des asters (figure 5b et figure 4e et 4f). 
Dans les cellules qui présentent ces asters on retrouve très fréquemment des chromosomes au 
voisinage des pôles du fuseau principal.  On observe aussi des chromosomes non alignés dans 
des cellules contenant un fuseau bipolaire (figures 4a, 4b, 4d et 6a). 
A B C
Méthaphase Anaphase                  Télophase
 
Figure 3 : Déroulement d'une mitose normale. 
Les cellules REF52 ont été cultivées sur lamelles recouvertes de poly-lysine en absence d’inhibiteur. On observe 
que les chromosomes se regroupent sur la plaque métaphasique en métaphase (A), puis les chromatides se 
séparent en deux pools lors de l’anaphase (B). En télophase, les deux pools de chromosomes sont attirés vers les 
pôles du fuseau et on n’observe pas de pont chromosomiques ont de chromosome isolé. La Tubuline-α est en vert, 





Figure 4 : Le nocodazole entraîne différents types de défauts en mitose. 
Les cellules REF52 cultivées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine, ont été synchronisées en 
phase S par traitement avec de l’aphidicoline. Les cellules ont ensuite été cultivées en présence de 83 
nM de nocodazole. Les cellules ont été fixées lors de la mitose. Les différents types de marquages 
utilisés sont précisés dans la couleur de l’anticorps secondaire ou du fluorophore correspondant. 








Figure 5 : La vinblastine entraîne différents types de défauts en mitose. 
 
Dans le cas des cellules en présence de faibles concentrations de nocodazole ou de 
vinblastine, le cytosquelette de microtubule semble assez dynamique pour permettre la mise en 
place du fuseau central et assurer les étapes finales de la division malgré présence d’anomalies. 
On observe en effet des cellules multipolaires en anaphase, ainsi que des cellules qui opèrent la 
ségrégation de leurs chromosomes de façon asymétrique (figure 5a). On note que les groupes de 
chromosomes se séparent, que des fuseaux centraux se forment et que les cellules atteignent la 
télophase (figure 5c et 6b). On retrouve notamment des cellules en télophase présentant des 
anomalies, avec par exemple des chromosomes non alignés. Les cellules résultant de telles 
mitoses forment des cellules contenant des micronoyaux en interphase (figure 6c). Ces 











Figure 6 : Les cellules traversent la mitose avec des anomalies. 
Les cellules REF52 ont été cultivées dans les mêmes conditions que celles de la figure 3, en présence 
de nocodazole. Les différents types de marquages utilisés sont précisés dans la couleur de l’anticorps 
secondaire ou du fluorophore correspondant. Tubuline : Tubuline-α. Les cellules présentent des 
anomalies en métaphase (a), télophase (b), ou en cytokinèse (c). 
 
Ces expériences nous a permis d’observer deux aspects importants de la façon dont les 
cellules REF52 se divisent en présence de faibles doses de nocodazole et de vinblastine. Le 
premier aspect est la présence de défauts au niveau du fuseau mitotique, entrainant des défauts 
de ségrégation divers. Le deuxième aspect est le fait que les cellules semblent néanmoins 
progresser en suivant toutes les phases classiquement décrites de la mitose. Ce deuxième point 
nous a conduit à poser la question de savoir si le point de contrôle mitotique dans les REF52 est 
fonctionnel et s’il est activé dans le cadre de nos expériences. 
Afin de savoir si le point de contrôle est fonctionnel dans les cellules en présence de 
faibles concentrations d’inhibiteur, nous avons vérifié que la protéine Bub1 se localise 
effectivement sur les kinétochores non attachés ou non alignés, comme décrit dans la littérature 




L’activation du point de contrôle mitotique dans le cas de manque de tension aux 
kinétochores nécessite la localisation de Bub1 sur les sites défectueux. L’observation de la 
localisation de Bub1 en début de mitose nous a permit d’établir que cette protéine se localise 
bien sur les kinétochores des chromosomes non alignés, ce qui signifie que les défauts de 
tension sont correctement pris en compte par les molécules du point de contrôle mitotique 
(figure 7).  
 
Figure 7 : Dans les cellules REF52, Bub1 se localise correctement. 
 
Afin de savoir si le point de contrôle est activé en présence de faibles concentrations 
d’inhibiteurs, nous avons vérifié que les cellules étaient ralenties ou arrêtées en mesurant le 
temps passé en mitose. Pour cela nous avons mesuré par cytométrie de flux l’évolution du 
niveau d’antigène MPM2 au cours de la mitose dans les cellules préalablement synchronisées en 
phase S. L’antigène MPM2 est un phospho-épitope retrouvé sur de nombreuses protéines 
spécifiquement durant la mitose et qui disparait progressivement après la transition 
métaphase/anaphase (Kuang, Zhao et al. 1989). Les résultats de ces expériences sont présentés 
figure 8.  
Les cellules REF52 sont cultivées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine en présence de 83 nM de 
nocodazole. Les cellules ont été fixées après 8 heures d’incubation. Les différents types de 
marquages utilisés sont précisés dans la couleur de l’anticorps secondaire ou du fluorophore 
correspondant. Dans les deux situations, Bub1 se localise sur les chromosomes non alignés, comme 
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Figure 8 : La sortie de mitose est retardée en présence d'inhibiteur. 
 
Les cellules incubées dans de faibles concentrations soit de nocodazole soit de 
vinblastine mettent plus de temps que les cellules contrôles à sortir de mitose (figure 8B). Les 
cellules contrôles sortent de mitose 8 heures après le lavage de l’aphidicholine. Les cellules 
cultivées en présence de vinblastine sortent de mitose 2 heures plus tard, et les cellules cultivées 
en présence de nocodazole 4 heures plus tard. On peut observer sur le graphe que les cellules 
contrôles présentent à nouveau une proportion importante de cellules en mitose 24 heures 
après rinçage de l’aphidicholine, ce qui montre qu’elles ont entamé un nouveau cycle. 
A : Exemple de profils du marquage MPM2 dans différentes conditions. 
(a)Les cellules synchronisées avec 5µM d’aphidicoline pendant 16 heures sont bloquées en phase S. 
Le profil correspondant à l’ADN dessine un pic centré autour de la valeur 2N, les cellules n’ayant pas 
encore dupliqué leur ADN (colone de gauche). Les cellules ne contiennent pas encore le phospho-
épitope MPM2, comme le montre la figure correspondante à droite. (b)En présence de fortes 
concentrations de nocodazole (332 nM) pendant 8 heures après lavage de l’aphidicoline, une grande 
partie des cellules est tétraploïde (gauche) et le signal MPM2 est très important (droite) .Il s’agit donc 
de cellules en mitose. (c) Après 12 heures dans 332 nM de nocodazole, les cellules restent 
tétraploïdes (gauche) mais le phospho-épitope a disparu, preuve que les cellules ne sont plus en 
mitose mais en pseudo-G1. 
B : Evolution de la quantité de MPM2 dans les cellules cultivées en présence d’inhibiteur. 
Les cellules REF52 ont été synchronisées en phase S avec de l’aphidicoline (5µM pendant 16 heures), 
l’aphidicoline a été éliminée du milieu et les cellules ont été incubées dans du milieu contenant 
différents inhibiteurs. Le graphe représente le pourcentage de cellules MPM2 positives à chaque 




Le délai observé dans la durée de la mitose permet d’avancer que le point de contrôle est 
probablement activé mais qu’il ne suffit pas à arrêter les cellules en métaphase. Il est 
particulièrement intéressant de noter que malgré des défauts nombreux et variés, et bien 
qu’elles disposent d’un point de contrôle intact, les cellules traversent les différentes étapes de 
la mitose en présence d’anomalies. Ce phénotype est donc différent du mitotic slippage que l’on 
observe dans le cas de cellules en présence de fortes doses de nocodazole et qui conduit à des 
cellules tétraploïdes arrêtées en pseudo G1. 
Afin de savoir quelle est la proportion de cellules aneuploïdes obtenues selon notre 
protocole, nous avons quantifié le nombre de cellules contenant des fuseaux multipolaires lors 
de la mitose. Pour cela nous avons cultivé des cellules REF52 en présence soit de 83 nM de 
nocodazole soit de 2,5 nM de vinblastine dans le milieu de culture, sans synchronisation 
préalable. Après 8 heures en présence d’inhibiteur, les cellules étaient fixées et marquées 
comme précédemment. Les résultats sont présentés figure 9. 
 
 
Figure 9 : Evaluation de la proportion de cellules aneuploïdes dans la population. 
Les cellules REF52 ont été cultivées en présence de 83 nM de nocodazole ou de 2,5 nM de vinblastine 
pendant 8 heures puis fixées. Les cellules en mitose ont été classées selon le nombre de pôles du 
fuseau mitotique. Les cellules contenant des asters ont été considérées comme multipolaires. Ces 
données représentent trois expériences indépendantes. Pour le milieu : n=272 (métaphase) et n=202 
(télophase), pour la vinblastine : n=239 (métaphase)  et n=201, pour le nocodazole : n=284 
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Cette expérience nous a permis d’établir qu’une proportion importante de cellules, 
lorsqu’elles sont cultivées en présence de faibles concentrations d’inhibiteurs, présentent des 
fuseaux multipolaires en métaphase. Tandis que les populations de REF52 cultivées dans du 
milieu contiennent 7,9% de cellules ayant des fuseaux multipolaires en métaphase, les REF52 
cultivées dans 83nM de nocodazole présentent des fuseaux multipolaires dans 40,6% des cas en 
métaphase. Les cellules cultivées dans 2,5 nM de vinblastine présentent des fuseaux 
multipolaires dans 37% des cas en métaphase. Cette différence s’accroit après le passage de la 
métaphase à l’anaphase. La baisse des anomalies observée dans les cellules contrôle est due à 
un mécanisme de réparation des erreurs dans lequel les protéines MCAK et Aurora B joueraient 
un rôle prépondérant (Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004; Lan, Zhang et al. 2004). En présence 
de nocodazole ou de vinblastine, même à de faibles concentrations, la dynamique des 
microtubules est affectée, et il est possible que les protéines responsables de la réparation des 
erreurs de liaison des kinétochores aux microtubules ne peuvent fonctionner normalement dans 
ces conditions. Ainsi, non seulement les inhibiteurs empêchent la mise en place d’un fuseau de 
microtubule bipolaire suffisamment dynamique, mais qui plus est, ils empêchent aussi le bon 
fonctionnement des divers mécanismes de réparation des erreurs.  
Ces expériences nous ont permis de déterminer que, aux doses choisies, le nocodazole et 
la vinblastine nous permettent de provoquer des défauts de ségrégation des chromosomes 
pendant la mitose et génèrent une population de cellules en phase G1 qui sont majoritairement 
aneuploïdes. Nous avons donc pu continuer notre projet et observer le comportement de ces 
cellules aneuploïdes, particulièrement leur prolifération. 
 
6.2 Etude de la prolifération des cellules aneuploïdes 
 
Nous avons voulu savoir si les cellules traitées avec du nocodazole ou de la vinblastine 
continuent de cycler après avoir traversé une mitose anormale. 
Pour cela, nous avons utilisé à nouveau des cellules REF52. Ces cellules ont été cultivées 
pendant 24 heures dans différentes concentrations de nocodazole, ce qui a permis de former 
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des cellules aneuploïdes et tétraploïdes selon la concentration utilisée. Une partie de ces cellules 
a été fixée, afin de pouvoir être analysée et servir de contrôle par la suite. Dans l’autre partie des 
cellules, les inhibiteurs utilisés ont été éliminés par rinçages successifs, puis les cellules ont été 
incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole, 
afin de synchroniser les cellules en mitose. 
 Si les cellules aneuploïdes qui forment en cytométrie ce flux un pic 2N élargi sont des 
cellules qui ont la capacité de proliférer, alors elles vont dupliquer leurs chromosomes et former, 
après les 24 heures supplémentaires en présence d’une forte dose de nocodazole, un pic 4N 
probablement élargi lui aussi. Si les cellules aneuploïdes sont, comme les cellules tétraploïdes 
après mitotic slippage, bloquées en phase G1, la répartition de leur ADN ne sera pas modifiée 














Figure 10 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes restent arrêtées en phase G1. 
 
Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence 
de 83 nM ou de 332 nM de nocodazole pendant 24 heures (profils correspondants aux 
graphes verts). Les inhibiteurs ont ensuite été éliminés par rinçages successifs avec du 
PBS. Les cellules ont été incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu 
contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux graphes rouges). Tandis 
que les cellules contrôles progressent et dupliquent leur ADN, le profil des cellules 
aneuploïdes ou tétraploïdes ne change pas, ce qui signifie que ces cellules ne prolifèrent 
plus et sont arrêtées en phase G1 ou pseudo-G1. 
 
a b c 
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Les résultats de cette expérience mettent clairement en évidence que la grande majorité 
des cellules aneuploïdes obtenues par traitement avec du nocodazole ne prolifèrent pas (figure 
10b), tout comme les cellules tétraploïdes après mitotic slippage (figure 10c). On note que les 
cellules aneuploïdes ne répliquent pas leur ADN et qu’une grande majorité d’entre elles reste 
arrêtée en phase G1. Une faible partie de la population semble cependant dupliquer son ADN et 
donc continue de proliférer (figure 10b). 
Afin de confirmer ces résultats par un protocole expérimental différent, nous avons 
observé la prolifération relative de cellules cultivées en présence de nocodazole ou de 
vinblastine en mesurant l’intégration de Bromodoxyuridine, ou BrdU, dans l’ADN en cours de 
réplication. Le principe de cette méthode repose sur la capacité des cellules à utiliser le BrdU, un 
analogue de la thymidine, lorsqu’elles synthétisent de l’ADN. Le BrdU est incorporé à la place de 
la Thymidine dans l’ADN nouvellement synthétisé, puis la présence de BrdU dans les cellules est 
révélée par immunomarquage et mesurée par cytométrie de flux. Ce marquage permet 
d’évaluer quelle est la proportion de cellules qui répliquent leur ADN, et donc qui sont entrées 
en phase S, pendant le temps donné de l’incubation, et dans les conditions expérimentales. 
Des cellules REF52 ont été cultivées en présence d’inhibiteurs de la polymérisation des 
microtubules afin d’obtenir des cellules aneuploïdes et tétraploïdes. Après 24 heures et 48 
heures en présence d’inhibiteurs, les cellules ont été mises en présence de BrdU pendant 2 
heures, puis lavées et fixées. Les résultats sont présentés figure 11. 
Comme le montre la figure 11, les cellules traitées avec les concentrations les plus fortes 
d’inhibiteurs des microtubules cessent de proliférer dès lors qu’elles sont devenues tétraploïdes. 
En effet, les cellules tétraploïdes, qu’elles aient été cultivées en présence de nocodazole ou bien 
de vinblastine, n’incorporent du BrdU que dans 5% des cas, quand dans le même temps, 43% 
des cellules contrôles incorporent du BrdU. Si l’on observe l’échantillon correspondant aux 
cellules traitées avec de fortes concentrations d’inhibiteurs mais récoltées après 48 heures, on 
observe un pourcentage de cellules qui incorporent du BrdU encore plus faible. Il est possible 
qu’un certain nombre de cellules tétraploïdes ne s’arrêtent pas en phase G1, néanmoins une fois 
que ces cellules sont devenues polyploïdes (8N chromosomes après réplication de l’ADN), on 
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Figure 11 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes ne prolifèrent pas. 
 
 
Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de vinblastine 
(2,5 nM ou 20 nM) ou nocodazole (83 nM ou 332 nM) pendant 24 et 48 heures. Les cellules ont 
ensuite été incubées pendant 2 heures supplémentaires dans les mêmes milieux additionnés de 
Bromo-desoxyUridine. Les cellules ont été fixées et la quantité de BrdU évaluée par immuno-
marquage et cytométrie de flux. Tandis que les cellules contrôles progressent et dupliquent leur ADN, 
les cellules aneuploïdes (vinblastine 2,5 nM ou nocodazole 83 nM) incorporent beaucoup moins de 
BrdU, ce qui signifie qu’une grande partie de ces cellules ne prolifère plus et reste arrêtée en phase G1 
ou pseudo-G1. La baisse du taux d’incorporation de BrdU dans les cellules aneuploïdes après 48 
heures confirme qu’une partie des cellules qui proliféraient encore après 24 heures de traitement est 
arrêtée. Les cellules tétraploïdes (vinblastine 20 nM ou nocodazole 332 nM) sont très majoritairement 
arrêtées en phase G1 ou pseudo-G1 après 24 heures de traitement. Les pourcentages de cellules ayant 




Les cellules cultivées en présence de faibles concentrations d’inhibiteurs de la 
polymérisation des microtubules progressent nettement moins que les cellules de la population 
contrôle (cellules cultivées dans du milieu sans inhibiteur) après 24 heures de  traitement. Après 
48 heures en présence d’inhibiteur, le nombre de cellules qui progressent en phase S est deux 
fois moins important qu’après 24 heures de traitement. Aux deux temps considérés, 24 heures 
et 48 heures, les populations aneuploïdes prolifèrent toujours plus que les cellules tétraploïdes, 
quel que soit l’inhibiteur utilisé.  
La différence notable entre la prolifération des populations de cellules aneuploïdes et 
tétraploïdes s’explique peut-être par le fait que, dans le cas de fortes concentrations 
d’inhibiteur, nous pouvons obtenir une très grande majorité de cellules tétraploïdes tandis 
qu’avec de plus faibles concentrations, toutes les cellules de la population ne sont pas touchées. 
Ainsi, dans le cas de faibles concentrations d’inhibiteur, il existe toujours dans la population des 
cellules ‘normales’ qui continuent de proliférer.  
Ainsi, ces deux expériences nous ont permis d’évaluer que les inhibiteurs de la 
polymérisation des microtubules interfèrent avec le cycle cellulaire, à la fois en modifiant la 
mitose et en instaurant un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 qui empêche ces cellules de 
proliférer. 
 
6.3 Caractérisation du phénotype observé 
 
6.3.1 L’arrêt des cellules est dû aux anomalies de la mitose. 
 
Nous avons tout d’abord voulu savoir si le phénotype observé était le résultat d’un 
évènement lié au déroulement de la mitose ou s’il se produisait en phase G1 du fait de 
l’utilisation d’inhibiteurs. Puis nous avons voulu comparer cet arrêt avec d’autres arrêts du cycle 
cellulaire correspondant à des mécanismes de contrôle connus. 
A priori, le phénotype obtenu avec les cellules aneuploïdes semble être la conséquence 
des défauts non corrigés en mitose. Néanmoins, nous avons voulu contrôler que l’arrêt observé 
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dans le cas de faibles concentrations de drogues n’est pas dû à un mécanisme de contrôle 
spécifique de la phase G1 et qu’il advient uniquement après une mitose anormale. Nous avons 
aussi montré que les cellules restent arrêtées en phase G1 lorsque l’on élimine les inhibiteurs 
après la mitose.  
D’une part, nous avons mesuré la prolifération des cellules aneuploïdes via la mesure de 
l’incorporation de BrdU comme précédemment, cette fois-ci en présence continue ou non 
d’inhibiteur. D’autre part, les cellules REF52 ont été synchronisées en phase G1/G0 via un 
protocole de privation de sérum. Puis la reprise du cycle cellulaire a été stimulée par l’addition 
de milieu contenant du sérum et contenant ou non des inhibiteurs des microtubules. 
L’incorporation de BrdU après quelques heures a été mesurée. Les résultats sont présentés 
figure 12. 
Les résultats de la figure 12A confirment que l’arrêt des cellules n’est pas dû au 
nocodazole mais plutôt aux anomalies qu’il induit. En effet, les cellules restent arrêtées en phase 
pseudo-G1 même après que l’on a éliminé les inhibiteurs du milieu (figure 12A, 24 heures puis 
milieu). Les résultats de la figure 12B permettent de conclure que les cellules déjà en phase G1 
entrent en phase S de façon comparable, qu’elles soient cultivées en présence de nocodazole ou 
non. Cela signifie que l’arrêt des cellules observées précédemment n’est pas dû à un mécanisme 
spécifique de la phase G1 qui serait dépendant de la présence de nocodazole. Cela implique que 
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Effet des inhibiteurs sur la prolifération des cellules 
24h 48h 24h puis milieu
(A)L’expérience de la figure 11 a été reproduite avec du nocodazole, cette fois-ci en éliminant le 
nocodazole du milieu par rinçages successifs (24h plus milieu) après 24 heures d’incubation puis en 
laissant les cellules dans du milieu sans inhibiteur pendant 24 heures. L’intégration de BrdU a été 
mesurée et comparée à celle de cellules incubées dans du milieu contenant ou non du nocodazole 
pendant 24 et 48 heures. On observe que les cellules pour lesquelles le nocodazole a été éliminé du 
milieu restent arrêtées en G1. L’arrêt des cellules n’est donc pas dû uniquement au nocodazole, mais 
plutôt aux anomalies crées. 
(B)Les cellules ont été synchronisées en phase G1 par privation de sérum puis stimulée par l’ajout de 
milieu contenant du sérum et du nocodazole (Nocodazole 83 nM) ou pas (Milieu). Après 4 heures les 
cellules ont été mises en présence de BrdU pendant 2 heures. Les cellules répliquent leur ADN de 





Les cellules qui deviennent tétraploïdes après mitotic slippage s’arrêtent en phase G1 
selon un mécanisme qui fait intervenir la protéine suppresseur de tumeur p53. Ces cellules 
tétraploïdes surexpriment les protéines p53 et p21Cip1 (dont l’induction est sous la dépendance 
de p53). Nous avons voulu savoir si les cellules aneuploïdes arrêtées en phase G1 partageaient le 
même type de profil. Pour cela nous avons évalué par western blot la quantité de protéines 
p21Cip1 et p53 dans ces cellules. Les résultats sont présentés dans la Figure 13. 
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Figure 13 : Les cellules REF52 aneuploïdes et tétraploïdes surexpriment p21Cip1 et p53. 
 
 
Les résultats montrent que les protéines p53 et p21Cip1 sont surabondantes dans les 
cellules aneuploïdes, quel que soit le traitement utilisé (nocodazole, vinblastine, taxol) (figure 
13, puits 2, 4 et 6 pour la protéine p53, puits 3, 5 et 7 pour p21Cip1). Les niveaux de protéines 
Western-blots d’extraits de cellules aneuploïdes et tétraploïdes. Les cellules REF52 
asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de vinblastine (2,5 
nM ou 20 nM), de  nocodazole (83 nM ou 332 nM) pendant 24 heures, de taxol (40 nM) 
ou bien de Dihydrocytochalasine B (DCB) (10 µM). Les concentrations les plus 
importantes de vinblastine et de nocodazole ainsi que la DCB à la concentration utilisée 
induisent des cellules tétraploïdes arrêtées en pseudo-G1. Les plus faibles 
concentrations de nocodazole, de vinblastine ainsi que le taxol induisent des cellules 
aneuploïdes mais pas de cellules tétraploïdes. La protéine Vinculine a été utilisée 
comme témoin de charge. Les western-blots révèlent que dans toutes les conditions où 
la mitose est perturbée par des inhibiteurs, p21
Cip1
 et p53 sont surexprimées dans les 




sont supérieurs au contrôle et comparables aux niveaux de protéines obtenus dans diverses 
conditions qui induisent toutes une activation du post-mitotic checkpoint, à savoir l’utilisation de 
fortes concentrations d’inhibiteurs des microtubules ou de DCB (Dihydrocytochalasine B, un 
inhibiteur de la polymérisation d’actine qui empêche la cytokinèse dans les conditions de 
l’expérience) (figure 13, puits 3, 5 et 7 pour p53, puits 4, 6 et 8 pour p21Cip1). 
L’existence d’un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 ou pseudo-G1, lié à la surexpression 
de p21Cip1 et p53 rappelle l’arrêt observé lorsque les cellules entrent en sénescence, notamment 
la sénescence précoce induite par différents types de stress. Les cellules sénescentes humaines 
ont la particularité d’avoir une activité enzymatique de la β-galactosidase à un pH légèrement 
acide (pH=6) qui permet de les distinguer des autres cellules. Afin de savoir si les cellules 
tétraploïdes et les cellules aneuploïdes arrêtées étaient des cellules entrées en sénescence nous 
avons mesuré le nombre de cellules présentant une activité β-galactosidase.  
 Pour vérifier notre hypothèse nous avons utilisé des cellules IMR 90, des fibroblastes 
humains normaux, donc non transformés. Ces cellules nous donnent des résultats analogues à 
ceux obtenus avec les REF52, à savoir, elles s’arrêtent en phase G1 après traitement avec de 
























































Figure 14 : Les cellules IMR90 aneuploïdes et tétraploïdes deviennent sénescentes. 
  
Les résultats de la figure 13 permettent de dire que la grande majorité des cellules soit 
aneuploïdes soit tétraploïdes, présente des signes associés à la sénescence après plusieurs jours 
de traitements. On constate que la population contrôle contient 15,3% de cellules sénescentes. 
Ceci s’explique par le fait que les cellules IMR90 sont des cellules non transformées et pré-
sénescentes. Ainsi, cette expérience permet d’établir que les cellules tétraploïdes ou 
aneuploïdes s’arrêtent et entrent en sénescence. Cet arrêt s’accompagne d’une surabondance 
des protéines p21Cip1 et p53, comme dans certains cas de sénescence précoce (figure 13). 
La sénescence précoce est le phénotype de cellules qui ont subi des stress, tel des 
dommages à l’ADN. Compte tenu des défauts observés par microscopie précédemment, il ne 
semble pas que l’on observe de ponts chromosomiques dans le cadre de nos expériences (figure 
3 à 6). Nous avons néanmoins voulu vérifier que les cellules cultivées dans de faibles doses de 
A : Les cellules IMR90 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de 
nocodazole (83 nM) pendant 24 heures (profils correspondants aux graphes verts). Les 
inhibiteurs ont ensuite été éliminés par rinçages successifs avec du PBS. Les cellules ont été 
incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole 
(profils correspondants aux graphes rouges). Tandis que les cellules contrôles progressent et 
dupliquent leur ADN, le profil des cellules aneuploïdes indique qu’elles sont arrêtées en phase G1 
ou pseudo-G1. 
B : Les cellules IMR90 ont été cultivées dans du milieu ou en présence de nocodazole (83 nM ou 
332 nM) pendant 6 jours. Les cellules ont ensuite été fixées et marquées de façon à révéler une 
éventuelle activité de l’enzyme β-Galactosidase à pH=6 selon un crible blanc/bleu. Les cellules 
présentant une activité de l’enzyme au pH considéré apparaissant en bleu au microscope ont été 




nocodazole n’étaient pas sujettes à des dommages à l’ADN. Pour cela, nous avons mesuré le 
niveau de phosphorylation de la protéine H2AX, un variant d’histone dont la forme 
phosphorylée γ-H2AX s’accumule au niveau des coupures des brins d’ADN et intervient ainsi 
dans la signalisation permettant la mise en place des systèmes de réparation en cas de 
dommages. La doxorubicine et VP-16 ont été utilisés dans les contrôles positifs du fait de leur 
capacité à induire des dommages à l’ADN. La doxorubicine et VP-16 sont des inhibiteurs de la 
Topoisomerase II. Les résultats sont présentés figure 15.  
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Figure 15 : Les cellules REF52 n'ont pas de dommages à l'ADN. 
 
Ces expériences n’ont pas montré la présence de dommages à l’ADN dans les cellules 
aneuploïdes. L’absence de signal significatif à la fois par western blot et par quantification des 
photons nous permet d’affirmer que les cellules aneuploïdes n’ont pas de dommages à l’ADN 
décelables ou suffisants pour induire une réponse cellulaire impliquant γH2AX. 
(A)Western blot d’extraits de cellules REF52 cultivées dans du milieu (1), 83 nM de nocodazole (2), ou 
bien 0,1 µg/ml de doxorubicine (3) qui induit des coupures double brin de l’ADN. L’anticorps utilisé 
reconnait le variant d’histone γH2AX. 
(B)Les cellules REF52 ont été incubées dans 83 nM de nocodazole (low noc) pendant 24 heures ou en 
présence de VP-16 (contrôle positf pour les dommages à l’ADN), puis fixées et marquées par l’anticorps 
reconnaissant γH2AX. Dans les cellules traitées avec VP-16, γH2AX se localise dans le noyau sous forme 
d’agrégats. Cette localisation n’est pas observée ni dans le cas de cellules cultivées dans du milieu 






6.3.2 Le contournement de cet arrêt nécessite l’inhibition de p53 et de pRb 
 
Le rôle de la protéine kinase p38MAPK dans l’induction de sénescence après différents 
types de stress dont les dommages à l’ADN et le stress osmotique est déjà bien connu (Han and 
Sun 2007). p38MAPK est activée par phosphorylation sur les sites Thréonine 180 et Tyrosine 182. 
p38MAPK est aussi activée en mitose en présence de concentrations de nocodazole conduisant à 
la dépolymérisation des microtubules et l’activation du point de contrôle mitotique (Takenaka, 
Moriguchi et al. 1998; Mikhailov, Shinohara et al. 2005). 
Nous avons donc voulu savoir si la protéine p38MAPK joue un rôle dans l’arrêt des 
cellules aneuploïdes. Tout d’abord, nous avons cherché à savoir si la kinase p38MAPK était 
effectivement active dans les cellules aneuploïdes et tétraploïdes après traitement avec du 
nocodazole. Pour cela nous avons évalué la présence de p38MAPK phosphorylée par western 
blot dans des extraits cellulaires correspondant aux conditions mises au point précédemment, 
les résultats sont présentés figure 16. 
Les résultats de cette expérience permettent  d’envisager une implication de p38MAPK 
dans l’arrêt des cellules aneuploïdes. En effet, dans les extraits que nous observons en western 
blot, la protéine p38 MAPK est phosphorylée sur au moins un des deux sites induisant son 
activation, ce qui laisse penser que la kinase est alors active. Les échantillons du western blot 
correspondent aux conditions vues au début de ce chapitre dans lesquelles les cellules étaient 
tétraploïdes ou aneuploïdes et en phase G1. Dans l’extrait correspondant aux cellules non 
traitées, la quantité de p38MAPK phosphorylée est à peine décelable. Nous en avons donc 
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Figure 16 : p38MAPK est activée dans les extraits de cellules aneuploïdes et tétraploïdes. 
 
Dans la mesure où nous n’avons pas décelé de dommages à l’ADN plus important dans 
les cellules aneuploïdes que dans la population de cellules non traitées, nous avons fait 
l’hypothèse que p38MAPK était activée par le nocodazole pendant la mitose anormale. Afin de 
vérifier cette hypothèse nous avons suivit par western blot le niveau de phosphorylation de 
p38MAPK dans des extraits de cellules REF52 synchronisées en phase S puis relachées et 
cultivées avec ou sans nocodazole. Les résultats de cette expérience sont présentés figure 17. 
En observant les deux western-blots on s’aperçoit que dès le début de l’expérience, au 
point correspondant à 3 heures (puit 3), les cellules avec ou sans nocodazole contiennent déjà 
une certaine quantité de p38MAPK phosphorylée. On constate que le niveau de phosphorylation 
de p38MAPK diminue (figure 17, puits 5 et 6 pour les cellules contrôles, 4 et 5 pour le 
nocodazole), puis remonte à nouveau par la suite, ce qui serait compatible avec le rôle 
récemment publié de p38MAPK dans la transition phase G2/mitose et dans le déroulement de la 
mitose même en absence de stress (Cha, Wang et al. 2007). L’analyse du niveau de Cycline B 
dans les différents extraits met en évidence un certain délai de sortie de mitose pour les cellules 
cultivées en présence de nocodazole (figure 17, puits 10 et 12). Cette information, avec les 
expériences précédentes (présentées figure 8), nous permet de confirmer que dans le cadre de 
nos expériences le point de contrôle mitotique est activé. 
 
Western-blot d’extraits de REF52 traitées de façon à obtenir des cellules aneuploïdes et tétraploïdes. 
La Vinculine a été utilisée comme témoin de charge. L’anticorps utilisé pour reconnaît la protéine 
p38MAPK phosphorylée au niveau des résidus thréonine 180 et/ou tyrosine 182. Dans les extraits de 
cellules aneuploïdes ou tétraploïdes la protéine p38MAPK est phosphorylée et donc activée. Cette 
activation est moins importante que celle obtenue via exposition à des UV de type C (puit 4), mais 
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Figure 17 : p38MAPK est activée en sortie de mitose anormale. 
 
On constate par ailleurss que, si la protéine p38 MAPK est activée pendant la mitose dans 
les deux conditions de l’expérience, dans le cas des cellules cultivées dans du milieu sans 
nocodazole, la protéine est déphosphorylée lors de la sortie de la mitose. La baisse du niveau de 
p38MAPK phosphorylée, qui peut être le fait soit d’une phosphatase soit de l’inhibition d’une 
kinase, correspond dans le temps à la baisse de Cycline B. Dans le cas des cellules cultivées en 
présence de nocodazole on note que le niveau de phospho-p38MAPK semble baisser en sortie 
de mitose dans un premier temps, mais qu’il remonte rapidement et reste élevé alors que le 
niveau de la Cycline B diminue (figure 17, nocodazole, puits 12 et 14). 
Ainsi, l’activation de p38MAPK visible dans nos extraits précédents (figure 16) semble 
être le résultat d’une activation qui interviendrait pendant la transition vers la phase G1 ou en 
début de phase G1.  
La sénescence précoce après dommages à l’ADN est dépendante de p38MAPK et de la 
voie de la protéine p53. Lorsque p38MAPK est inhibée par l‘ajout d’un inhibiteur chimique, le 
Western-blot d’extraits de REF52 traitées de façon à obtenir des cellules aneuploïdes. Les cellules REF52 
ont été synchronisées en phase S par l’utilisation d’aphidicholine puis relachées dans du milieu contenant 
ou non du nocodazole. Les numéros des puits correspondent aux heures passées depuis l’élimination de 
l’aphidicholine du milieu par rinçages successifs avec du PBS. La Vinculine a été utilisée comme témoin de 
charge. La Cycline B permet d’indiquer la transition anaphase/télophase et le début de la sortie de mitose.  
L’anticorps utilisé pour l’immunodétection de phospho-p38MAPK est le même que précédemment. On 




SB203580, les cellules exposées à des dommages à l’ADN se révèlent incapables de s’arrêter et 
d’entrer en sénescence. 
 Pour savoir si l’arrêt que nous observons avec les cellules aneuploïdes dépend de la 
protéine p38MAPK et de la voie de p53, nous avons commencé par inhiber p38MAPK avec 
SB203580, en suivant les conditions établies précédemment (Takenaka, Moriguchi et al. 1998). 
Pour cette expérience nous avons utilisé les concentrations d’inhibiteur utilisées par d’autres 
équipes qui travaillaient aussi avec des cellules de rat et notamment des REF52 (Kukushkin, 
Abramova et al. 2002). Les résultats sont présentés figure 18. Les résultats de cette expérience 
nous ont permis de conclure que la protéine p38MAPK n’est pas responsable de l’arrêt observé. 
En effet nous n’observons pas de différence entre les cellules traitées avec l’inhibiteur et les 
autres. L’activation de p38MAPK pourrait être une conséquence de la signalisation aboutissant à 
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Figure 18 : L'inhibition de p38MAPK est insuffisante pour contourner l'arrêt en G1. 
 
Nous avons voulu savoir si la voie de p53 est impliquée dans l’arrêt que nous observons. 
Nous avons utilisé des cellules REF52-p53DD, c'est-à-dire des cellules REF52 surexprimant la 
protéine p53DD, un mutant dominant négatif de p53. p53DD est une forme tronquée de p53 qui 
possède la séquence d’oligomérisation de p53 mais pas celle correspondant à la fonction de 
facteur de translation (Gottlieb, Haffner et al. 1994). p53DD recrute et séquestre la protéine p53 
endogène par oligomérisation et empêche sa fonction d’activateur de la transcription et donc la 
surexpression de p21Cip1. Les cellules REF52-p53DD ont permis de montrer que l’arrêt en G1 des 
cellules tétraploïdes dépend en partie de la protéine p53 (Andreassen, Lohez et al. 2001). Nous 
avons donc répété les expériences menées précédemment avec ces cellules. Les résultats de ces 
expériences sont présentés figure 19. 
Les cellules REF52 ont été synchronisées en phase S avec de l’aphidicoline, puis relachées dans du 
milieu. Après une heure, le milieu des cellules a été changé pour du milieu contenant l’inhibiteur de 
p38MAPK (série SB 203580, 25 μM) ou non (contrôle). Après deux heures de pré-incubation avec 
l’inhibiteur, le milieu des cellules a été changé pour du milieu contenant les concentrations de 
nocodazole indiquées sur le schéma et du  SB 203580 (25 μM)) ou pas (contrôle) (profils en vert). 
Après 24 heures, les cellules ont été rincées et incubées dans du milieu contenant 332 nM de 
nocodazole mais pas de SB 203580 (pour les deux séries, profils en rouge). On n’observe pas de 















Figure 19 : Les cellules REF52-p53DD aneuploïdes restent arrêtées en phase G1 tandis que les REF52-p53DD tétraploïdes 
progressent en phase S. 
 
D’après nos résultats, bien que la protéine p38MAPK soit phosphorylée et donc activée 
dans les cellules aneuploïdes, et bien que les protéines p21Cip1 et p53 soient surexprimées et 
stabilisées, ni l’inhibition de p38MAPK ni l’inhibition de la fonction de facteur de transcription de 
p53 ne permettent de contourner l’arrêt en G1. Effectivement, le comportement des cellules 
REF52-p53DD aneuploïdes (figure 19B) est comparable à celui des cellules REF52 présentées 
dans les figures précédentes (figure 10B). On peut noter que comme pour les REF52, les REF52-
p53DD aneuploïdes restent majoritairement arrêtées en phase G1. 
Nous avons envisagé qu’une autre voie que celle de p53 puisse être impliquée dans 
l’arrêt des cellules aneuploïdes en G1. La protéine pRb est une protéine qui a un rôle central 
dans la régulation de la phase G1 et qui est, comme p53, mutée dans un grand nombre de 
cancers. Nous avons fait l’hypothèse que si à la fois p53 et pRb étaient inhibées, les cellules 
aneuploïdes pourraient être en mesure de proliférer malgré leurs défauts. 
Les cellules REF5-p53D2 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de 83 nM 
ou 332 nM de nocodazole pendant 24 heures (profils correspondants aux graphes verts). Les inhibiteurs 
ont ensuite été éliminés par rinçages successifs  avec du PBS. Les cellules sont été incubées pendant 24 
heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux 
graphes rouges). Tandis que les cellules contrôles progressent et dupliquent leur ADN, le profil des 
cellules aneuploïdes ne change pas, ce qui signifie que ces cellules ne prolifèrent plus et sont arrêtées en 
phase G1 ou pseudo-G1. Les cellules tétraploïdes progressent et deviennent polyploïdes 
A                                                   B                                                 C 
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 Nous avons donc observé le comportement de cellules TAG, des cellules REF52 
transformées par l’antigène grand T du virus SV40, dans les mêmes conditions que 
précédemment, à savoir en présence de fortes et faibles concentrations de nocodazole. 
L’antigène grand T de SV40 a la propriété de se lier à p53 et aux protéines de la famille des 
pockets protéines à laquelle appartient pRb (Ahuja, Saenz-Robles et al. 2005). Cette liaison 
empêche le recrutement de p53 au niveau des promoteurs que cette protéine active 
habituellement, et en même temps inhibe la liaison de pRb aux facteurs de transcriptions E2F. 
Cela a donc deux effets pour la cellule : d’une part p21Kip1 n’est pas surexprimée et ne peut 
contribuer à arrêter le cycle cellulaire en G1 et, d’autre part, pRb n’est pas en mesure d’inhiber 
la transcription des gènes nécessaires au passage en phase S. Les résultats de cette expérience 
sont présentés dans la figure 20. 
 Ces résultats nous permettent de voir que, en l’absence de p53 et pRb fonctionnelles, les 
cellules aneuploïdes ne restent pas arrêtées en phase G1 mais au contraire continuent de cycler 
(figure 20B). Lorsque ces cellules aneuploïdes sont cultivées en présence de 332 nM de 
nocodazole, elles s’accumulent pour former un pic correspondant à 4N chromosomes et même 
8N chromosomes. Ce dernier pic correspond à des cellules aneuploïdes qui ont répliqué leur 
ADN deux fois, ceci étant dû à l’absence de contrôle en G1 susceptible d’arrêter des cellules 
aneuploïdes ou même tétraploïdes. Il est possible que la présence de cellules avec 8N 
chromosomes après seulement 24 heures dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole soit 
















Figure 20 : L'antigène grand T de SV40 permet de contourner l'arrêt des cellules aneuploïdes. 
 
L’entrée en sénescence dépendant de pRb s’accompagne de l’élévation de la quantité de 
protéine p27Kip1, un inhibiteur des complexes Cycline-Cdk (Alexander and Hinds 2001). p27Kip1 
pourrait  être nécessaire  à l’établissement ou au maintient de la sénescence. Par ailleurss, la 
protéine pRb est directement impliquée dans la régulation de la dégradation de p27Kip1 
(Santamaria and Pagano 2007).Dans la mesure où l’arrêt des cellules aneuploïdes peut-être 
empêché dans les cellules REF52-TAG par l’inhibition de p53 et pRB conjointement, nous avons 
voulu savoir si à la fois p21Cip1 et p27Kip1 étaient surexprimés dans ces cellules.  Les résultats de 
cette expérience sont présentés figure 21. 
Les cellules TAG (REF52 transformées via l’antigène grand T de SV40) asynchrones ont été cultivées 
dans du milieu normal ou en présence de 83 nM ou 332 nM de nocodazole pendant 24 heures 
(profils correspondants aux graphes verts). Les inhibiteurs ont ensuite été éliminés par rinçages 
successifs avec du PBS. Les cellules sont été incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du 
milieu contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux graphes rouges). Les cellules 
transformées ont perdu les mécanismes de contrôle de la prolifération induits par l’aneuploïdie et la 
tétraploïdie. 
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3- 83 nMnocodazole, 36 heures
4- 332 nM nocodazole, 24 heures
5- 332 nM nocodazole, 36 heures
6- Inhibition de contact




Figure 21 : Les cellules REF52 aneuploïdes surexpriment p21Cip1 et p27Kip1. 
 
La protéine p21Cip1 est surexprimée à la fois dans l’arrêt des cellules aneuploïdes et dans 
l’arrêt des cellules tétraploïdes, ce qui confirme les résultats précédents (figure 21, puits 2, 3 et 4 
pour p21Cip1). On note que la quantité de p21Cip1 augmente dans les cellules aneuploïdes entre 
24 heures et 36 heures, ce qui pourrait être dû à la mise en place progressive de la sénescence 
des cellules de cette population. Ce résultat est à rapprocher de l’expérience d’incorporation de 
BrdU qui nous a permis de voir que le nombre de cellules arrêtées augmente encore après 24 
heures de traitement (figure 11). L’analyse  du niveau de protéine p27Kip1 montre que les cellules 
REF52 contiennent déjà un niveau de protéine décelable en western blot en l’absence de 
stimulus particulier. p27Kip1 augmente seulement après 36 heures de traitement et seulement 
dans les cellules aneuploïdes. Il est possible que l’élévation tardive de cette protéine 
corresponde à la mise en place de la sénescence et soit la conséquence de la régulation de sa 
dégradation par pRb. 
Western-blots d’extraits de cellules aneuploïdes et tétraploïdes. Les cellules REF52 asynchrones ont 
été cultivées dans du milieu normal ou en présence de  nocodazole (83 nM et 332 nM) pendant 24 et 
36 heures. La doxorubicine a été utilisé pour induire des dommages à l’ADN (contrôle positif pour 
p21
Cip1
). L’inhibition de contact a été utilisée comme contrôle positif pour p27
Kip1
. Le marquage de la 




 Nous avons voulu comparer les niveaux des protéines p21Cip1 et p27Kip1 dans ces même 
conditions entre les cellules REF52 et les cellules TAG, qui ne s’arrêtent pas en phase G1. Les 
résultats de cette expérience sont présentés figure 22. 
1- milieu.
2- 83 nM nocodazole, 24 heures
3- 332 nM nocodazole, 24 heures







Figure 22 : Comparaison entre les cellules aneuploïdes et tétraploïdes REF52 et TAG. 
 
Les résultats de la figure 22 nous montrent que p21Cip1 et p27Kip1 de sont que très peu 
exprimées dans les cellules TAG, même en présence de nocodazole.  Ainsi, le contournement de 
l’arrêt des cellules aneuploïdes par les cellules TAG se produit en l’absence de p21Cip1 et de 
p27Kip1. Ces deux protéines sont des inhibiteurs de l’activité des Cyclines–Cdk en phase G1, donc 
des effecteurs directs des mécanismes de contrôle permettant aux cellules de rester arrêtées 
après la mitose. Dans le cas des cellules TAG, on peut voir que le nocodazole à faible ou forte 
concentration, induit une stabilisation de p53 (figure 22, TAG, puits 2 et 3). Cette stabilisation ne 
se traduit pas par une augmentation de p21Cip1, à cause de la présence de l’antigène grand T. Par 
ailleurss, pRb régule l’accumulation de p27Kip1 en phase G1 en se liant directement à Cdh1 
(Santamaria and Pagano 2007). Dans le cas de cellules transformées par l’antigène grand T, cette 




Western-blots d’extraits de cellules REF52 et TAG aneuploïdes et tétraploïdes après traitement avec 
du nocodazole. Les cellules asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de  

























7 Conclusions et perspectives 
 
7.1 Conclusion 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence l’existence d’un mécanisme d’arrêt du 
cycle cellulaire en phase G1 dans les cellules primaires de mammifères traitées avec de faibles 
concentrations d’inhibiteurs des microtubules, la vinblastine et le nocodazole. 
 Cet arrêt se produit uniquement après que les cellules ont traversé la mitose en 
présence de ces inhibiteurs. L’utilisation de faibles concentrations, soit de nocodazole, soit de 
vinblastine, dans le milieu de culture induit des défauts de mise en place du fuseau mitotique et 
de positionnement des chromosomes. Ces défauts, bien qu’ils activent le point de contrôle 
mitotique et provoquent un délai de la sortie de mitose des cellules, ne permettent pas un arrêt 
complet des cellules en métaphase.  Malgré les anomalies, les cellules sont capables d’entrer en 
anaphase, et elles procèdent ensuite jusqu’à la cytokinèse. La population résultant de tels 
traitements est constituée pour la plupart de cellules aneuploïdes.  
L’arrêt des cellules aneuploïdes se caractérise par une surabondance des protéines p53, 
p21Cip1 et p27Kip1 ainsi qu’une activation de la protéine p38MAPK. Par ailleurss, les cellules 
traitées avec de faibles ou de fortes concentrations d’inhibiteurs des microtubules présentent 
une activité de l’enzyme β-galactosidase après plusieurs jours de traitement, un phénotype qui 
accompagne la sénescence réplicative ou la sénescence précoce.   
L’inhibition de p53 par un dominant négatif (p53DD) ne modifie par l’arrêt des cellules 
aneuploïdes. L’arrêt en G1 du post-mitotic checkpoint, tout comme le point de contrôle dû aux 
dommages à l’ADN et la sénescence précoce qu’il induit, dépendent de p53 et sont contournés 
lorsque p53 est inhibée ou mutée. Par ailleurss, nous avons trouvé  que l’arrêt des cellules 
aneuploïdes est indépendant de la réponse aux dommages à l’ADN. L’arrêt des cellules 
aneuploïdes est donc différent à la fois du post-mitotic checkpoint et de l’arrêt en G1 après 
dommages à l’ADN et semble impliquer une ou plusieurs voies de signalisation autres que la voie 
de p53.  
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Lorsque les cellules sont transformées par l’antigène grand T de SV40, elles perdent leur 
capacité à s’arrêter après une mitose défectueuse. L’antigène grand T de SV40 transforme les 
cellules en liant p53 et les protéines de la famille des pockets protéines (pRb, p103, p107), ce qui 
a pour effet d’inhiber leur activité d’inhibiteurs de la transcription. Il est donc possible que pRb, 
p130 ou p107 soient responsables de l’arrêt des cellules aneuploïdes. Il est possible aussi que 
l’activité synergique de p53 et de pRb soit nécessaire à cet arrêt. 
Au début de ce projet, nous avions posé la question de savoir si la prolifération des 
cellules aneuploïdes est régulée. Pendant la durée de ma thèse, d’autres laboratoires se sont 
attachés à répondre eux aussi à cette question, en employant des méthodes similaires aux 
nôtres ou bien au contraire en suivant des modèles différents. On peut discerner deux 
approches du problème de l’aneuploïdie et de l’instabilité chromosomique. 
La première approche est une approche pharmacologique qui consiste à utiliser des 
inhibiteurs des microtubules pour créer des défauts en mitose. C’est l’approche que nous avons 
choisie. Elle a pour fondement la découverte par Cimini et al. que les techniques de 
synchronisation des cellules en culture cellulaire utilisant le nocodazole induisent une 
augmentation des anomalies de ségrégation des chromosomes et conduisent à des cellules 
aneuploïdes (Cimini, Howell et al. 2001). En incubant les cellules pendant 3 heures dans du 
nocodazole puis en éliminant l’inhibiteur, Cimini et Al ont observé que le nombre de 
chromosomes non alignés augmentait de 1,1% à 17%, de plus la plupart des défauts créés 
correspondent à des chromosomes mérotéliques. Cette technique a été utilisée récemment par 
Duane Compton dans une publication consacrée à la relation entre aneuploïdie et instabilité 
chromosomique (Thompson and Compton 2008). L’équipe de Duane Compton a observé le 
comportement de plusieurs lignées cellulaires issues de cancers soumises à plusieurs stress 
mitotiques successifs (fortes doses de nocodazole suivis de l’élimination de l’inhibiteur) et 
comparé les lignées dont le caryotype est stable et  celles dont le caryotype est instable  (les 
cellules de type CIN). Leur conclusion est que dans les lignées CIN, lorsque l’aneuploïdie est 
provoquée par l’augmentation de chromosomes mérotéliques, un mécanisme existe qui induit 
une augmentation de la variation du caryotype, le phénotype même de l’instabilité 
chromosomique, à partir de ces erreurs. Lorsque la même méthode est utilisée sur des lignées 
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dont le caryotype est stable, les erreurs causées par les chromosomes mérotéliques créent des 
cellules aneuploïdes, mais cette aneuploïdie ne se transforme pas en instabilité chromosomique. 
Les cellules de ces lignées stables (non CIN) devenues aneuploïdes ont une prolifération ralentie 
et après quelques passages, la population retrouve le niveau de variation du caryotype des 
cellules d’origine, ce qui signifie que les cellules aneuploïdes non seulement ne créent pas 
d’instabilité chromosomique, mais aussi qu’elles ne prolifèrent pas et tendent à disparaitre.  
Une autre approche de la question du rôle de l’aneuploïdie consiste à amplifier les 
erreurs de ségrégation en diminuant l’efficacité du point de contrôle mitotique. Cela peut être 
réalisé par des délétions des protéines du point de contrôle mitotique. Cette approche à été 
choisie notamment par Don Cleveland, qui a utilisé des souris mutées pour CENP-E, une protéine 
impliquée dans le point de contrôle mitotique (Weaver, Silk et al. 2007). Les souris CENP-E+/- ne 
développent pas de tumeurs, sauf si la délétion est associée à une transformation par l’antigène 
grand T de SV40. Par contre, dans le cas de souris CENP-E+/-, p19ARF-/-, les résultats sont 
mixtes : les souris sont capables de développer des tumeurs dans les seuls cas où les cellules 
greffées étaient issues de cultures en agar mou ayant réussi à former des colonies. Il est 
envisageable que ces tumeurs aient pu progresser grâce à des mutations supplémentaires 
facilitées par l’absence de p19ARF, une protéine qui permet la régulation de p53. Ainsi, 
l’aneuploïdie seule n’a pas de propriété transformante, mais, en association avec des 
modifications des mécanismes de contrôle du cycle cellulaire, elle permet de promouvoir 
l’instabilité chromosomique. D’autres études impliquant des protéines du point de contrôle 
mitotique ont été publiées. Le travail de l’équipe de Jan van Deursen  sur les protéines BubR1, 
Bub3 et Rae, est très instructif. Dans le cas de souris BubR1 +/-, le phénotype  observé est celui 
d’animaux présentant des signes de vieillissement et de sénescence cellulaire précoce dans 
certains tissus (Baker, Jeganathan et al. 2004). Fait intéressant, ce phénotype est exacerbé par 
l’inactivation de p19Arf et diminué par l’inactivation de p16Ink4 (Baker, Perez-Terzic et al. 2008). 
Ces données laissent penser que la voie pRb/p16Ink4 pourrait être responsable de la sénescence 
que nous observons. Il est intéressant de noter que les souris Bub3+/- ,Rae+/- présentent elles 
aussi des signes de vieillissement précoce et de sénescence au niveau cellulaire, tandis que les 
animaux ayant une seule modification (soit Bub3+/-, soit Rae+/-) (Baker, Jeganathan et al. 2006).  
128 
 
Nous proposons, à la lumière de nos résultats, que les cellules ont un mécanisme qui 
permet d’empêcher la prolifération des cellules aneuploïdes en induisant la sénescence de 
celles-ci. Ce mécanisme permet d’éliminer les cellules anormales et donc de conserver une 
population homogène. Il est probable que les cellules de type CIN, dont le caryotype varie 
rapidement après traitement au nocodazole, ont perdu cette capacité de régulation, tandis que 
les cellules de type MIN l’ont conservé. On peut faire l’hypothèse que l’aneuploïdie ne permet 
de développer l’instabilité chromosomique que dans le cas ou les cellules ont préalablement 
subies des mutations qui empêchent l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence. 
Les résultats que nous avons obtenus nous permettent d’envisager plusieurs voies 
importantes pour la poursuite de ce projet. Certains points restent à éclaircir pour comprendre 
l’arrêt des cellules aneuploïdes. Le premier point est celui de la signalisation qui est nécessaire à 
l’arrêt des cellules aneuploïdes. Il paraît important de clarifier le rôle de p53 et de pRb, et de 
savoir quelle est l’importance relative de chacune de ces deux voies, ainsi que le rôle de p21Cip1 
et de p27Kip1. Le deuxième point est celui de l’activation du point de contrôle mitotique et du 
délai de sortie de mitose qu’elle induit. Il serait intéressant de savoir si cette activation joue un 
rôle dans la mise en place d’une réponse cellulaire post-mitotique. Enfin, le troisième point est 
celui des mécanismes permettant d’échapper au point de contrôle mitotique en présence 
d’anomalies. Il serait intéressant de savoir quelles sont les conditions biochimiques dans 
lesquelles les cellules sortent de mitose afin de savoir s’il s’agit d’une adaptation, d’une lacune 
ou d’une régulation physiologique du point de contrôle mitotique. Il serait important par la suite 
de déterminer si les conditions de la sortie de mitose en cas d’anomalies joue un rôle dans la 
réponse cellulaire post-mitotique. Ces deux derniers points sont discutés dans les chapitres 
suivants. 
 
7.2 L’importance des différents stress et point de contrôle dans nos 
résultats 
 
Il est possible que le phénotype que nous observons soit le résultat de l’activation de 
voies de signalisation activées par des dommages ou des stress. Dans le cadre de l’approche 
pharmacologique, les cellules aneuploïdes sont des cellules qui ont subi un stress et un arrêt en 
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mitose susceptible d’activer la réponse cellulaire post-mitotique observée. Chez les mammifères 
supérieurs, les inhibiteurs des microtubules activent deux points de contrôle, le point de 
contrôle de l’antéphase et le point de contrôle mitotique (Scolnick and Halazonetis 2000; 
Mikhailov, Shinohara et al. 2005; Musacchio and Salmon 2007).  
Il est possible que l’activation du point de contrôle mitotique et le délai de sortie de 
mitose aient un rôle dans l’arrêt des cellules aneuploïdes. En effet, l’importance du point de 
contrôle mitotique dans l’arrêt en G1 dû au post-mitotic checkpoint après traitement avec du 
nocodazole est déjà connu (Vogel, Kienitz et al. 2004). Il a été publié que le point de contrôle 
mitotique est important pour la stabilisation de p53 nécessaire au post-mitotic checkpoint. p53 
est phosphorylée dans les cellules tétraploïdes après traitement au nocodazole, et cette 
phosphorylation semble être dépendante en particulier de la protéine BubR1 (Ha, Baek et al. 
2007). Il a été suggéré que le délai observé par les cellules en mitose dans le cas de l’activation 
du point de contrôle est important pour la réponse post-mitotique de ces cellules (Blagosklonny 
2006). Le point de contrôle mitotique et le délai de sortie de mitose subi par les cellules est aussi 
nécessaire au déclenchement de l’apoptose dans les lignées cellulaires qui y sont sujettes (Taylor 
and McKeon 1997). L’activation du point de contrôle mitotique dans le cas de nos expériences et 
des cellules aneuploïdes pourrait jouer un rôle indirectement en créant un arrêt  ou un délai en 
mitose  susceptible de créer un  stress. 
  Le point de contrôle de l’antéphase, un point de contrôle du cycle cellulaire sensible aux 
inhibiteurs des microtubules qui nécessite à la fois la protéine Chfr et l’activation de p38MAPK 
(Scolnick and Halazonetis 2000; Mikhailov, Shinohara et al. 2005), induit un retard de l’entrée en 
mitose, voire un arrêt en phase G2, des cellules. On ignore cependant s’il existe, comme pour le 
point de contrôle mitotique, une réponse cellulaire post-mitotique à ce point de contrôle 
lorsqu’il est activé. Il serait intéressant de savoir, dans le cadre de nos expériences, si ce point de 
contrôle est activé et s’il joue un rôle dans la réponse cellulaire des cellules aneuploïdes. 
 




Le protocole que nous avons utilisé pour générer des cellules aneuploïdes induit une 
activation du point de contrôle mitotique. Les cellules progressent néanmoins en anaphase sans 
avoir réparé leurs erreurs. Une explication pourrait être que les cellules échappent  au point de 
contrôle.  Lorsque les cellules sont cultivées en présence de fortes concentrations de 
nocodazole, elles restent arrêtées en mitose puis finissent par sortir de mitose sans avoir séparé 
leurs chromosomes. Ce phénomène, le mitotic slippage a été décrit et il ne dépend pas d’un 
phénomène d’adaptation (Rieder and Maiato 2004; Brito and Rieder 2006). Il se produit par une 
dégradation de la Cycline B, et ce alors que les protéines du point de contrôle mitotique restent 
localisées au niveau des kinétochores, et donc à priori actives. Ce phénomène s’accompagne 
aussi de modification du métabolisme des cellules. En effet, au cours d’une mitose normale, la 
transition métaphase/anaphase marque le moment du début de l’activité du complexe APC/C-
Cdh1 qui permet la dégradation d’un grand nombre de protéines mitotiques. Dans le cas du 
mitotic slippage, certaines protéines cibles de APC/C-Cdh1 ne sont pas dégradées dans les 
cellules tétraploïdes arrêtées en G1 alors qu’elles le sont dans des cellules ayant suivi une mitose 
normale (Brito and Rieder 2006). D’autres études ont montré que les cellules tétraploïdes 
arrêtées sont dans une phase biochimiquement distincte de la phase G1 classique (Mantel, Guo 
et al. 2008). L’ordre dans lequel les protéines sont ciblées par l’ubiquitine ligase APC/C et leur 
dégradation sont finement régulés (Lindon and Pines 2004). La question reste entière de savoir 
dans quelle mesure la modification biochimique après mitotic slippage intervient dans l’arrêt des 
cellules tétraploïdes. En ce qui concerne les cellules aneuploïdes, il serait intéressant de savoir si 
la façon dont elles échappent ou bien s’adaptent au point de contrôle se traduit aussi par une 
modification de leur métabolisme, notamment par une modification de la régulation de la 
dégradation des protéines, et si cette modification joue un rôle dans l’arrêt post-mitotique et la 





























8.1 Lignées cellulaires utilisées 
Pour mes travaux j’ai utilisé les lignées cellulaires décrites dans les paragraphes suivant.  
REF52 
Les cellules REF52 sont des cellules embryonnaires de rat. Ces cellules sont des cellules 
primaires de type fibroblaste, non transformées ou immortalisées. Elles sont maintenues en 
culture jusqu’à 60 passages, à partir de quand elles commencent à devenir sénescentes.  Dans le 
cadre de mon travail, j’ai utilisé ces cellules à des passages inferieurs à 30. Les REF52 sont 
cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum fœtal bovin (10 % v/v final). 
 
GPEX  
Les GPEX sont des cellules d’empaquetage de rétrovirus humains fournies par M. Oren 
(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israël). Ces cellules ont intégré de faàon stable dans 
leur génome les gènes viraux gag, pol, env et permettent l’empaquetage de virions défectifs 
pour la multiplication. Ces cellules produisent des virions LXSN- p53DD exprimant le gène de 
résistance à la néomycine ainsi au’une forme mutée de la protéine p53, p53DD. P53DD est un 
dominant négatif de p53 qui ne comprend que la sequence d’oligomérisation de la protéine. P53 
et p53DD forment des oligomères incapables d’activer la transcription des gènes. Les cellules 
GPEX sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum fœtal bovin (10 % v/v 
final) et contenant du G418 (généticine) à 200 µM. 
 
REF52-p53DD 
Les cellules REF52-p53DD sont des cellules REF52 infectées par le virus murin LXSN-
p53DD. Les REF52-p53DD sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum 
fœtal bovin (10 % v/v final) et contenant du G418 (généticine) à 200 µM. 
 
TAG 
Les cellules TAG sont des cellules REF52 qui ont été transformées par l’antigène grand T 
de SV40 (Simian Vacuolating Virus 40 TAg). L’antigène grand T de SV40 interagit avec les 
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fonctions des protéines p53 et pRb dites protéines suppresseur de tumeur. Les TAG sont 
cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum fœtal bovin (10 % v/v final). 
 
 IMR90 
Les cellules IMR90 sont des fibroblastes humains primaires issus du poumon d’un 
embryon normal de 16 semaines. Les cellules que j’ai utilisé ont été obtenue de l’ATCC 
(American Type Culture Collection) Ces cellules sont maintenues en cultures jusqu’à environ 60 
passages, à partir de quand elles commencent à devenir sénescentes, dans le cadre de ma 
recherche j’ai utilisé des cellules dont le nombre de passages était toujours inferieur à 30. Les 
IMR 90 sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum fœtal bovin (10 
pourcent v/v final). 
 
8.2 Anticorps utilisés 
8.2.1 Anticorps primaires 
Les anticorps primaires que j’ai utilisés sont décrits dans le tableau suivant. 
 







BrDU reconnaît la molécule de 
Bromodeoxyuridine 
Bu20a DakoCytomation 
Bub1 reconnaît l'homologue humain de la 
protéine Bub1  
14H5 Sigma 
Cyclin B1 reconnaît l'homologue humain et 
faiblement l'homologue souris de la 
protéine CyclineB1 
 Upstate 
Phospho Histone H2AX reconnaît l' homologue humain de la 
protéine Histone H3 phosphorylée sur la 
Serine 139 
JBW301 Upstate 
MPM2 reconnaît un epitope phosphorylé retrouvé 
sur plusieurs protéines phosphorylées en 




p21Cip1 reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine p21/ Cip1/ Waf1 
sx118 BD Pharmingen 
p27Kip1 reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine p27 Kip1 
 BD Transduction 
laboratories 
Phospho p38 MAPK- 
Thr180/Tyr182 
reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine p38 MAPK 
phosphorylées au niveau des résidus 
thréonine 180 et/ou tyrosine 182 
 Cell Signalling 
Technology 
p53 reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine p53 
 Cell Signalling 
Technology 
Tubuline (alpha) reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine alpha-Tubuline 
B512 Sigma 
Vinculin reconnaît les homologues humain, souris 
et rat de la protéine Vinculine 
VIN-115 Sigma 
 
8.2.2 Anticorps secondaires 
 
Tous les anticorps secondaires utilisés  pour l’immunofluorescence proviennent de 
Jackson Immunoresearch Laboratories. Deux espèces d’origine des anticorps secondaires ont été 
utilisées : chèvre et âne. Les anticorps secondaires utilisés peuvent être couplé à l’isothiocyanate 
de fluorescéine (FITC, émet dans le vert) ou à la cyanine 3 (Cy3, émet dans le rouge). Ces 
anticorps ont été utilisés à la dilution de 1/500. 
Les anticorps secondaires utilisés pour l’immunodétection des protéines pour la 
biochimie proviennent de Pierce. Ces anticorps sont couplés à l’enzyme HRP et sont utilisés à la 
dilution de 1/10 000. 
  
8.3 Milieux de culture et tampons utilisés 
Pour mes travaux j’ai utilisé les milieux de culture et tampons suivants : 
DMEM ( Dulbecco’s  Modification of Eagle’s Medium), supplémenté avec du glucose (4.5 g/L) de 




PBS ( Phosphate Buffered Saline) optenu de Cellgro (Mediatech) 
 
HEPES optenu de Cellgro (Mediatech) 
 




Composé Concentration finale 
Tris base pH 7,5 25 mM 
NaCl 150 mM 
 
FBS (Sérum fœtal Bovin), optenu de Cellgro 
 




Composé Concentration finale 
PBS 1X 
Tween 20 0,05% v/v 
Albumine bovine sérique 3% p/v 
Azide de sodium 0,025% p/v 
 
 




Composé Concentration finale 
Tris base 25 mM 
Isopropanol 20% v/v 






Composé Concentration finale 
Tris base 25 mM 




Composé Concentration finale 
Tris base 250 mM 





Composé Concentration finale 
Tris base 25 mM 
Glycine 200 mM 




Tampon de perméabilisation pour microscopie 
 
Avant immunomarquage les cellules fixées avec du formaldéhyde sont perméabilisées par 
immersion dans une solution de PBS contenant 0,2% de Triton X-100. 
 
 
Tampon de lyse  
 
Composé Concentration finale 
Tris-HCl pH 7,4 50 mM 
NaCl 250 mM 
NP40  0,1% v/v 
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Glycerol 10 % v/v 
EGTA 5 mM 
NaF 50 mM 
Glycerol-2-Phosphate 60 mM 
PMSF 0,1 mM 
Aprotinine 10 µg/mL 
Leupeptine 10 µg/mL 
Vanadate de sodium 0,5 mM 
 
 
Tampon de dénaturation 
 
Composé Concentration finale 
Tris-HCl 50 mM 
SDS 2% (p/v) 
DTT 100 mM 
Glycérol 10% (v/v) 
Bleu de Bromophénol 0,1% (p/v) 
  
Le tampon de dénaturation est ajusté à pH 6,8 
 
 
8.4 Inhibiteurs utilisés 
Aphidicholine 
Propriétés : Inhibiteur des ADN Polymerases alpha et delta chez les eukaryotes. 
Utilisations : De part ses propriétés, a été utilisé pour synchroniser les populations de cellules 
eucaryotes en culture à la transition entre phase G1 et phase S. 
Mode d'action : L'inhibition des ADN polymerases alpha et delta a une certaine concentration et 
pendant un certain temps prévient la réplication de l'ADN. Cette inhibition active un point de 
contrôle lié à la réplication de l'ADN qui arrête les cellules de façon reversible au debut de la 
phase s du cycle cellulaire. 
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Conditions d'utilisation : Utilisé dans le millieu de culture à 5 µM pendant 12 à 16 heures. Le 
milieu est ensuite aspiré et les cellules sont lavées trois fois pendant 1 minutes avec du PBS à 
temperature ambiante 
Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO à la concentration de 5 mM et  
stocké à -20ºC jusqu'à trois mois après reconstitution. 
Origine : Calbiochem 
 
Dihydrocytochalasine B          (DCB) 
Propriétés : Composé interférant avec l'actine 
Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO à la concentration de  2mM et  
stocké à -20ºC. 
Origine : Calbiochem 
 
 
Methyl-(5-(2-thienylcarbonyl)-1H-benzimidazol-2-yl) carbamate (Nocodazole) 
Propriétés : Composé interférant avec la dynamique de polymérisation et dépolymérisation des 
microtubules. Intéragit avec la Tubuline-β et empêche la polymérisation des microtubules. 
Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de 
Nocodazole (dans le milieu de culture) variant de 33 à 332 nM. 
Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO à la concentration de  1mg/mL 
et  stocké à -20ºC. 
Origine : Sigma 
 
Paclitaxel  (Taxol) 
 
Propriétés : Composé interferrant avec la dynamique de polymerisation et dépolymerisation des 
microtubules 
Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de Taxol 
(dans le milieu de culture) variant de 10 nM à 400 nM 
Conditions de stockage :Le composé est dissout dans du DMSO à la concentration de 10 mM et  
stocké à -20ºC. Une concentration intermédiaire de 10 µM dans du milieu DMEM sans sérum est 
utilisée et conservée à -20ºC 




Vinblastine Sulfate  (Vinblastine) 
Propriétés : Composé interférant avec la dynamique de polymérisation et dépolymérisation des 
microtubules 
Mode d'action : Modifie l'interaction entre les molécules de Tubuline et certaines protéines 
MAP, en particulier les protéines Tau et MAP2 , associées aux microtubules et régulant la 
dynamique de polymérisation. A fortes concentrations, dépolymérise les microtubules. 
Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de 
Vinblastine (dans le milieu de culture) variant de 1 nM à 50 nM 
Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO à la concentration de 10 mM et 
stocké à -20ºC. Une concentration intermédiaire de 10 µM dans de l'eau bi distillée est utilisée et 
conservée à 4ºC à l’abris de la lumière jusqu'à deux semaines.  




Propriétés : Inhibiteur de la protéine kinase p38 MAPK 
Conditions de stokage : Le composé est dissout dans du DMSO à une concentration de 1mM et 
conservé à -20ºC 




Propriétés : Inhibe l'activité de la kinésine Eg5. 
Utilisations : Utilisé pour arrêter les cellules en culture en phase M à la transition métaphase-
anaphase 
Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO à une concentration de 50mM et 
conservé à -20ºC 




9.1 Culture cellulaire 
Les cellules décrites précédemment étaient cultivées dans un incubateur humide 
maintenu à 37ºC, en présence de 5 pourcent de dioxyde de carbone à une densité inferieure à la 
confluence. Le milieu était changé tout les trois jours. Les cellules étaient cultivées entre 40% et 
80% de confluence, et étaient passées à 80% de confluence. Toutes les étapes de la culture 
cellulaire s’effectuent en conditions et avec des produits stériles sous une hôte à flux laminaire. 
Passage des cellules : 
Le milieu de culture des cellules est aspiré et remplacé par du PBS 1X préchauffé à 37ºC 
Le PBS est aspiré et remplacé par 1 ml de trypsine–EDTA préchauffée à 37ºC. 
Les cellules sont placées pendant 1 à 5 minutes dans l’incubateur, à 37ºC. 
Un  volume adéquat (variant en fonction de la densité désirée dans les nouvelles boîtes 
de culture) de milieu de culture préchauffé est rajouté à la trypsine contenant les cellules. Les 
cellules sont séparées et resuspendues dans le milieu par pipetage. 
La quantité appropriée de cellules est ensemencée dans les nouvelles boîtes de culture 
cellulaire. 
 
Le comptage des cellules et l’évaluation de la viabilité des cellules avant ensemencement 
s’effectue avec un hematocytomètre de type Mallassez. Deux dilutions différentes  de cellules 
dans du PBS contenant 0.1 pourcent de bleu trypan sont comptées à l’aide du microscope. 
 
9.2 Techniques de biologie cellulaire 
 
9.2.1 Synchronisation des cultures cellulaires 
9.2.1.1 Enrichissement en cellules en phase G0/G1 
9.2.1.1.1 La privation de sérum 
La privation partielle de sérum induit un arrêt des cellules en phase G1, avant le point de 
restriction. Les cellules en culture sont lavées trois fois avec du PBS 1X stérile et préchauffé à 
142 
 
37ºC puis incubées pendant 24 heures dans du milieu contenant 0,1% de sérum. Le retour à des 
conditions de culture avec 10% de sérum stimule l’entrée des cellules dans le cycle cellulaire. 
 
9.2.1.1.2 L’inhibition de contact 
Les cellules de lignées cellulaires ayant conservé leur capacité d’inhibition de contact 
s’arrêtent en phase G0/G1 lorsqu’elles deviennent confluentes. Le passage des cellules dans de 
nouvelles boîtes de culture à une densité plus faible stimule l’entrée dans le cycle cellulaire. 
 
9.2.1.2 Enrichissement de cellules en phase G1/S 
9.2.1.2.1 L’aphidicoline 
L’aphidicoline est un inhibiteur des ADN Polymérases alpha et delta chez les eucaryotes. 
L'inhibition des ADN polymérases alpha et delta à une certaine concentration et pendant un 
certain temps prévient la réplication de l'ADN. Cette inhibition active un point de contrôle lié à la 
réplication de l'ADN qui arrête les cellules de façon réversible au début de la phase S du cycle 
cellulaire. Dans le cadre de mes travaux j’ai utilisé l’aphidicoline dans le milieu de culture à 5 µM 
pendant 12 à 16 heures. Le milieu est ensuite aspiré et les cellules sont lavées trois fois pendant 
1 minutes avec du PBS préchauffé à 37ºC. 
 
9.2.2 Prolifération cellulaire  
Les mesures en cytométrie de flux ont été réalisées avec un appareil FACsCalibur de Becton-
Dickinson et les données récoltées ont été analysées avec le programme Flow-Jo. 
 
9.2.2.1  Mesure de la quantité d’ADN des cellules par cytométrie de flux 
Les protocoles que nous avons utilisés pour les différentes études en cytométrie de flux 





Les boîtes de cultures sont rincées au PBS, puis les cellules sont détachées par 
trypsinisation. Les cellules sont centrifugées à 230 g pendant 3 minutes à 37ºC en présence du 
PBS de rinçage et du milieu dans lequel elles étaient. Les liquides sont éliminés, le culot est 
resuspendu dans 1ml de PBS auquel est rajouté 9ml de méthanol absolu froid (-20ºC). Les 
cellules sont ensuite placées à -20ºC pendant au moins 20 minutes. 
Avant le marquage, les cellules fixées sont centrifugées à 230 g pendant 5 minutes, le 
mélange PBS/méthanol est éliminé et les cellules sont rincées une fois avec 2ml de PBS puis 
centrifugées à nouveau. 
 
Marquage : 
Les cellules sont resuspendues dans 500 µL d’une solution de RNAse contenant 50 µg/ml 
d’iodure de propidium puis incubées 15 minutes dans un bain marie à 37ºC. La réaction est 
stoppée par l’ajout de 14 µL de NaCl 5M. Les tubes sont ensuite conservés à 4ºC. 
Tampon citrate 
 














RNAse 60 U/ml 50% 
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9.2.2.2 Mesure de l’incorporation de BrDU par cytométrie de flux ou par 
microscopie 
 
Pour  étudier l’incorporation de BrdU dans les cellules, celles-ci doivent être 
incubées en présence de BrdU préalablement à la fixation. J’ai utilisé la BrdU dans le 
milieu à une concentration finale de 20 µM et les cellules ont été incubées pendant 2 
heures en présence de BrdU avant d’être fixées. Avant fixation, les cellules ont été lavées 
une fois 1 minute avec du PBS préchauffé. Les cellules ont ensuite été fixées comme 
décrit préalablement. 
Marquage : 
Après rinçage, les cellules sont resuspendues dans 1ml d’une solution de 2N HCl 
/0,5% Triton X-1 pendant 30 minutes à température ambiante, puis centrifugées et 
immédiatement neutralisées par resuspension dans 1ml d’une solution de tetraborate de 
sodium 0,1 M pendant 10 minutes. Les cellules sont ensuite incubées dans 1ml de 
Tampon anticorps additionné de 5% de serum de chèvre. Les cellules sont  ensuite 
incubées dans 100 µL de l’anticorps primaire anti-BrdU dilué au 1/500ième dans du tampon 
anticorps à 4ºC pendant la nuit. Les cellules sont ensuite lavées une fois avec du PBS 1X 
puis incubées avec l’anticorps secondaire conjugué à la molécule fluorescente FITC dilué 
au 1/500ième pendant 30 minutes à 37ºC. Les cellules sont ensuite lavées deux fois comme 
précédemment. Les cellules peuvent être marquées avec de l’iodure de propidium qui se 
lie aux acides nucléiques pour déterminer leur contenu en ADN. 
 
9.2.2.3 Mesure de marqueurs spécifiques à la mitose par cytométrie de flux 
 
9.2.2.3.1 MPM2 
L’anticorps anti MPM2 reconnaît un épitope phosphorylé retrouvé sur plusieurs 





Pour l’analyse des cellules par cytométrie de flux, les cellules préalablement fixées 
au méthanol froid sont centrifugées 5 minutes à 300g, lavées une fois avec du PBS, 
centrifugées à nouveau de la même façon. Les cellules sont incubées dans 100 µL de 
l’anticorps dilué au 1/500ième dans du tampon anticorps à 37ºC pendant une heure. Les 
cellules sont lavées une fois avec du PBS 1X comme précédemment, puis incubées avec 
l’anticorps secondaire conjugué à la molécule fluorescente FITC dilué au 1/500ième 
pendant 30 minutes à 37ºC. Les cellules sont ensuite lavées deux fois comme 
précédemment. Les cellules peuvent être marquées avec de l’iodure de propidium qui se 
lie aux acides nucléiques pour déterminer leur contenu en ADN. 
 
9.2.2.4 Activité de la β-galactosidase à pH=6 
Afin de mesurer l’effet des inhibiteurs des microtubules sur l’induction de la 
senescence, les cellules ont tout d’abord été incubées en présence de différents 
inhibiteurs pendant 6 jours. 
Les cellules ont ensuite été fixées et marquées en utilisant le kit « Senescence 
beta-Galactosidase Staining Kit #9860 » de Cell Signaling et en suivant le protocole fourni.  
 
9.2.3 Techniques de biochimie : analyse des protéines par western 
blot 
9.2.3.1 Lyse des cellules et extraction des protéines totales 
Les cellules sont récoltées par trypsinisation, centrifugées pendant 3 minutes et 
rincées avec du PBS froid (4ºC), centrifugées à nouveau pendant 10 minutes à 4ºC, et le 
culot est resuspendu dans du tampon de lyse (voir Matériel) et laissé sur glace pendant 30 
minutes. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation (30 minutes à 
21 000 g à 4ºC). Le surnageant est utilisé directement. 
La concentration protéique des extraits est déterminée selon la méthode de 
Bradford en utilisant le réactif Protein Assay de Biorad. Une gamme étalon de BSA 
comprise entre 15 µg/ml et 0,5 µg/ml sert de référence. Les échantillons à doser sont 
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préparés comme suit : 150 µL d’eau bi-distillée, 10 µL dela gamma d’échantillon, 40 µL de 
réactif Biorad. Après 15 minutes, la densité optique est mesuré à 595 nm avec un lecteur 
de plaques ELISA Biorad. La concentration des échantillons est déterminée par rapport à 
la courbe étalon. 
9.2.3.2  Préparation des échantillons 
Les échantillons protéiques sont préparés à 4ºC à partir des extraits cellulaires 
repris dans du tampon de dénaturation et du tampon de lyse de façon à ce que touts les 
échantillons aient une concentration identique. Les échantillons sont ensuite chauffés à 
95ºC pendant 3 minutes puis centrifugés quelques secondes à 110 rpm. Les échantillons 
sont ensuite déposés dans les puits des gels de polyacrylamide. 
 
9.2.3.3 Electrophorèse en gel de polyacrylamide en condition 
dénaturante  
Les gels de polyacrylamide sont coulés entre 2 plaques de verre montées dans un 
système Biorad. Ils se composent d’un gel de concentration et d’un gel de séparation 
préparés selon les protocoles ci-dessous.  Le gel de séparation est coulé puis sa surface 
est égalisée à l’aide d’une solution de SDS à 0,2%. Une fois que le gel a polymérisé, la 
solution de SDS est éliminée et le gel de concentration est coulé et recouvert d’un peigne. 
Lorsque le gel de concentration est polymérisé, les plaques sont placées dans un appareil 
Biorad et immergées dans du tampon d’électrophorèse (voir matériel). 
Gels de séparation 
Pourcentage d’acrylamide 
 
7,5% 12% 15% 
Solution d’acrylamide (30% acrylamide, 0,8% bisacrylamide) 1,25 ml 2 ml 2,5 ml 
Solution de Tris 1,5M pH 8,8 - 0,4 %SDS 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 
Eau bi-distillée 2,5 ml 2 ml 1,25 ml 
Solution de persulfate d’ammonium 10% 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 




Gel de concentration 
Solution d’acrylamide (30% acrylamide, 0,8% bisacrylamide) 400 µL 
Solution de Tris 0,5M pH 6,8 - 0,4 %SDS 625 µL 
Eau bi-distillée 1,45 ml 
Solution de persulfate d’ammonium 10% 80 µL 
Temed 8 µL 
 
Une fois les échantillons déposés, l’appareil Biorad est mis sous tension de façon à 
ce que les protéines des échantillons migrent. La migration s’effectue le plus souvent à la 
tension constante de 50 Volts dans le gel de concentration, puis de 90 Volts dans le gel de 
séparation. 
 
9.2.3.4 Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose 
Après électrophorèse, les protéines sont transférées des gels vers une membrane 
qui servira de support pour le western blot. J’ai utilisé pour membrane de la 
nitrocellulose. Pour le transfert, le gel de protéines est déposé sur 6 épaisseurs de papier 
Whatman imbibées de tampon de transfert A (matériel). Le gel est ensuite recouvert de la 
membrane de cellulose humidifiée dans le tampon de transfert B, puis de 3 épaisseurs de 
papier Whatman imbibées dans le tampon de transfert B, puis de 6 épaisseurs de papier 
Whatman imbibées dans le tampon de transfert C. Le sandwich est placé dans l’appareil 
de transfert de façon à ce que la membrane se trouve entre le gel de protéines et la 
cathode. L’appareil est mis sous tension et le transfert se fait à intensité constante (40 
mA). 
 
9.2.3.5 Immunodétection des protéines 
Après transfert, la membrane est rincée rapidement avec de l’eau distillée, puis 
bloquée dans une solution de TN (voir matériel) additionnée de 5% de lait écrémé en 
poudre ou de 5% de BSA selon les anticorps à utiliser, et de 0,1% de Tween 20. 
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La membrane est ensuite incubée en présence de l’anticorps spécifique de la 
protéine à détecter dilué dans une solution de TN additionnée de lait écrémé en poudre 
(variable selon l’anticorps primaire utilisé) et de 0,1% Tween 20 pendant la nuit à 4ºC sous 
agitation. L’anticorps primaire est lavé quatre fois pendant 10 minutes dans une solution 
de TN additionnée de 0,2% de Tween 20 sous agitation. La membrane est ensuite incubée 
en présence de l’anticorps secondaire, couplé à l’enzyme HRP, dilué à 1/10 000, pendant 
1 heure à température ambiante sous agitation. La membrane est ensuite rincée quatre 
fois  pendant 5 minutes avec la même solution de rinçage que précédemment. La 
révélation du marquage se fait par réaction enzymatique avec la solution commerciale 
d’ECL (Enhanced Chemiluminescence) d’Amersham pendant 5 minutes. La réaction 
enzymatique est détéctée sur film radiographique Amersham. 
 
9.2.4 Techniques de microscopie 
9.2.4.1.1 Culture de cellules sur support adapté 
Pour les expériences nécessitant des analyses microscopiques, les cellules sont 
cultivées sur les lamelles de verre traitées spécifiquement. Les lamelles de verre sont 
nettoyées dans une solution de HCl 1N pendant 4 heures, puis rincées plusieurs fois avec 
de l’eau bi-distillée. Les lamelles sont ensuite incubées dans une solution de poly-L-lysine 
à 0,2 mg/ml pendant une heure. Les lamelles sont à nouveau lavées plusieurs fois avec de 
l’eau bi-distillée puis stérilisées dans une solution d’éthanol à 70% pendant 30 minutes. 
Les lamelles sont mises à sécher sous hotte laminaire et rincées une fois dans une 
solution d’éthanol 90%, puis laissées à sécher sous la hotte pendant une nuit, protégées 
de la lumière. 
 
9.2.4.1.2  Fixations 
Les cellules sont fixées soit avec du méthanol froid, soit avec du formaldéhyde, 




Fixation au formaldéhyde : les lamelles  sont immergées dans une solution de PBS 
contenant 2% de formaldéhyde à 37ºC pendant 20 minutes puis rincées trois fois avec du 
PBS pendant 5 minutes. Elles sont conservées à 4ºC pendant une nuit maximum. 
Fixation au méthanol : les lamelles sont immergées dans du méthanol froid 
(conservé à -20ºC) et conservées à -20ºC jusqu’au marquage. 
 
9.2.4.1.3  Perméabilisation 
Les cellules fixées avec du formaldéhyde sont perméabilisées par immersion dans 
le tampon de perméabilisations (vois Matériel) pendant 3 minutes. Les cellules sont 
ensuite rincées trois fois avec du PBS. 
9.2.4.1.4  Immunodétection des protéines 
Les lamelles fixées et perméabilisées sont recouvertes d’une solution de 
l’anticorps primaire dilué dans du tampon anticorps  (voir matériel). Selon l’anticorps, la 
dilution et les conditions de l’incubation peuvent varier. Pour la Tubuline-α, l’anticorps est 
dilué à 1/1000 et les lamelles sont incubées à température ambiante pendant deux 
heures. Les lamelles sont ensuite rincées trois fois avec du PBS. Elles sont ensuite 
incubées avec l’anticorps secondaire dilué à 1/500 dans du tampon anticorps pendant 1 
heure à température ambiante. Les lamelles sont lavées trois fois avec du PBS avant 
d’être montées sur lame. 
 
9.2.4.1.5  Marquage de l’ADN  
Les lamelles fixées et perméabilisées sont incubées pendant 5 minutes dans une 
solution de PBS contenant de l’iodure de propidium à O,5 µg/ml puis rincées trois fois 
avec du PBS. Dans le cas de cellules fixées au formaldéhyde, une incubation préalable 




9.2.4.1.6  Montage  sur lame des lamelles 
Les lamelles sont montées sur les lame avec du milieu de montage Pro-Long Gold 
d’Invitrogen. L’observation a été faite sur soit à l’aide d’un microscope  Nikon équipé du 
système Bio-rad Confocal Imaging système MRC-600, soit avec un microscope inversé 
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